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INTRODUCCIÓN
Introducción
1. ANTECEDENTES DEL TEMA
La investigación de los efectos inmunomoduladores de los antimicrobianos
comenzó casi al mismo tiempo que su desarrollo. Numerosos investigadores apoyaron
las observaciones de los estudios de Metchnikoff, publicados a principios de este siglo,
que demostraban la importancia de las células fagociticas en la defensa del organismo
contra agentes microbianos. Desde entonces diferentes estudios señalaron que los
antibióticos son normalmente ineficaces para el tratamiento de infecciones en ausencia
de células fagocíticas competentes. Sin embargo, la mayoría de las investigaciones
estaban centradas en el estudio de las relaciones entre los microorganismos y los
antibióticos.
En los últimos veinte años, el número creciente de pacientes
inmunocomprometidos que presentan infecciones difíciles de tratar y el intento de
reducir los problemas de infecciones nosocomiales y superinfecciones, ha estimulado
la investigación para una mejor comprensión de las interacciones entre los antibióticos
y el proceso fagocítico, y selección de agentes con propiedades inmunoestimulatorias
que puedan ayudar en la recuperación de la infección.
El interés de la interacción entre antimicrobianos y fagocitos: leucocitos
polimorfonucleares y macrófagos, se ha centrado en:
- la influencia de los antibióticos en la quimiotaxis
- la acción directa de los antibióticos en las funciones de las células fagocíticas,
como fagocitosis, muerte intracelular y respuesta metabólica
- fagocitosis y muerte de las bacterias alteradas por el contacto previo con el
antimicrobiano
- penetración intracelular de los antibióticos y actividad intracelular contra las
bacterias fagocitadas (1).
Los resultados presentan grandes dificultades para su comparación e
interpretación debido a las variaciones en la metodología empleada para el ensayo de
las funciones fagocitarías y las diferencias en el diseño experimental, incluyendo las
concentraciones empleadas y el tipo de células fagociticas y microorganismos utilizados.
Por otra parte, el intento de delimitar variables para correlacionar los resultados
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obtenidos in vitro, con la situación iii vivo, es complejo. Los resultados in vivo
dependen del modelo animal escogido y la posibilidad de que la respuesta sea debida
a factores individuales del hospedador, debe ser siempre considerada. Los resultados
de los experimentos in vitro pueden aclarar los mecanismos específicos de la
potenciación o inhibición de determinados parámetros del sistema inmune y los
resultados de los experimentos in vivo pueden proporcionar información útil para el
tratamiento empírico (2).
La terapia continua, cuyo objetivo es mantener los niveles del fármaco por
encima de la concentración mínima inhibitoria durante el intervalo entre dosis, sigue
siendo la base de la mayoría de los regímenes de antibióticos empleados corrientemente
(3). Sin embargo, en la década de los cuarenta, la experiencia clínica demostró que una
terapia satisfactoria para la neumonía neumocócica con penicilina, se podía alcanzar con
un régimen de dosis discontinuo, proporcionando niveles inhibitorios durante solo la
mitad del intervalo entre dosis.
La supresión persistente del crecimiento bacteriano después de la exposición al
antibiótico, descrita como efecto postantibiótico (PAE) (4), ha sido confirmado para
varias clases de antibióticos. El interés en conocer el fenómeno PAE radica en el ánimo
de establecer terapias antimicrobianas discontinuas eficaces.
El PAE in vivo permitida un descenso de los niveles de antibiótico en los
tejidos, de manera que la actividad antibacteriana pudiese estar ausente durante una
fracción del intervalo de dosis, sin pérdida de la eficacia del antimicrobiano como
resultado de un recrecimiento bacteriano (5).
Aunque el efecto postantibiótico confiere ventaja al hospedador, es bastante
improbable que sea la explicación suficiente del éxito de la terapia antibacteriana
discontinua (3). La participación dc los factores de defensa del organismo en la
eliminación de las bacterias, después de una exposición a niveles suprainhibitorios de
antibiótico, ha sido demostrado in vitro porvarios grupos (Alexander y Good, 1968 (6);
Solberg, 1978 (7); Horne y Tomasz, 1981 (8); McDonald, Wetherall y Pruul, 1981 (9).
McDonald et al. demostraron que microorganismos en fase postantibiótica son
más sensibles a la fagocitosis y muerte por leucocitos humanos y llamaron a este
3
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fenómeno, efecto P.A.L.E. (Postantibiotic Leukocyte Enhancement).
Algunos autores estudian las variaciones en el efecto fagocítico y bactericida de
los leucocitos cuando se exponen a un pretratamiento antimicrobiano y posteriormente
se incorporan los microorganismos (10) o exponiendo conjuntamente los leucocitos y
bacterias a la acción antimicrobiana (11).
En la situación in vivo, el tiempo real de contacto de la bacteria con niveles
suprainhibitorios de antibiótico, puede ser realmente cono, especialmente con una
dosificación intermitente. Sin embargo, una breve exposición de la bacteria al
antibiótico puede ser importante en el resultado terapéutico. La exposición a
concentraciones terapéuticas de antibióticos con distintos mecanismos de acción ha
demostrado alterar la superficie celular bacteriana (12). Estos cambios pueden traer
consigo alteraciones en una gran variedad de propiedades de la superficie celular
importantes en la interacción con los componentes de defensa del hospedador,
incluyendo cambios en los antígenos de superficie celular (13,14), hidrofobicidad (15),
excreción de toxinas y enzimas (16), pérdida de lipopolisacáridos y cambios en el
grosor de la pared celular (12,17). Mientras las perturbaciones inducidas por el
antibiótico en la superficie bacteriana alteran su interacción con las opsoninas y las
células fagocfticas, los mecanismos por los cuales se modula la sensibilidad a la muerte
fagocítica son bastante desconocidos. Se ha demostrado que el incremento de la muerte
del estreptococo fi-hemolítico del grupo A por leucocitos, después de una breve
exposición a eritromicina, se debe a un aumento de la ingesta fagocitica (18), mientras
el incremento de la muerte de Escherichia coli después de la exposición a cloranfenicol
depende de un aumento de la muerte intracelular (19); y el aumento de opsonización
es el mecanismo por el cual la exposición de cocos Gram-positivos a niveles
subinhibitorios de clindamicina, incrementa la sensibilidad a la muerte por células
fagociticas (14,20). Están implicados mecanismos de muerte intracelular tanto
dependientes (19,21) como independientes de oxígeno (22).
Nuestro interés en este trabajo se ha centrado en el estudio de la actividad
bactericida de leucocitos polimorfonucleares, en dos sentidos. Primero, el efecto de una
breve exposición de las bacterias a antimicrobianos betalactámicos, que simula niveles
4
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de antibiótico alcanzados in vivo durante el tiempo en que el fármaco está presente, en
un régimen de dosificación discontinuo, y evita cualquier interacción entre el antibiótico
y los polimorfos.
El resultado de una infección puede ser considerado como consecuencia de la
interacción entre una combinación de factores, en los cuales el antibiótico puede
interaccionar de forma sinérgica o antagónica, con los fagocitos en la eliminación de
la bacteria.
En segundo lugar, estudiamos la fagocitosis y muerte intracelular de las bacterias
en presencia del antimicrobiano, polimorfonucleares y factores séricos, más próximo
a la situación real in vivo donde el antimicrobiano puede penetrar en los
compartimientos intracelulares de los polimorfos y se superponen las interacciones entre
antibiótico-leucocitos PMNs, antibiótico-microorganismos y leucocitos PMNs-
microorganismos.
5
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2. OBJETIVOS
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, los objetivos de este trabajo son
los siguientes:
1. Determinar si un breve tratamiento de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus con cuatro veces la CMI de los antimicrobianos: imipenem, meropenem,
cefepime y cefpodoxima, induce una supresión significativa del crecimiento bacteriano
postantibiótico o efecto PAE.
2. Estudiar si dicho tratamiento influye en la sensibilidad de ambos
microorganismos al suero humano normal.
3. Cuantificar el cambio en la sensibilidad a la muerte fagocítica por leucocitos
polimorfonucleares humanos (PMNs), de microorganismos pretratados con los
antimicrobianos mencionados en fase postantibiótica, efecto PALE.
4. Cuantificar el cambio en la sensibilidad de los microorganismos, a la muerte
fagocítica por PMNs humanos, en presencia continua de los antimicrobianos de este
estudio.
5. Analizas si el cambio en la sensibilidad de los microorganismos a la muerte
fagocftica por PMNs, en la fase postantibiótica y en presencia continua de antibiótico,
está condicionado por el tipo de antimicrobiano, microorganismo o ambos factores.
6
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3. ACCIÓN DE LOS ANTIMICROBIÁNOS SOBRE LOS LEUCOCITOS
POLIMORFONUCLEARES.
Los leucocitos especialmente los granulocitos neutrófilos, constituyen el
mecanismo fundamental de eliminación de los gérmenes presentes en los tejidos. La
respuesta neutrófila ante una infección bacteriana localizada se desarrolla en varías
etapas. En primer lugar se produce la movilización de los leucocitos desde la médula
ósea a la circulación sanguínea. Luego, los leucocitos neutrófilos circulantes se adhieren
al endotelio de los capilares vecinos al área infectada y lo atraviesan, pasando así al
espacio intersticial, y migran hacia el foco inflamatorio. Estos pasos son mediados y
estimulados por una serie de sustancias que actúan como factores quimiotácticos. Los
factores quimiotícticos más importantes son ciertos productos de la activación del
complemento, como el C3a, CSa y C567, sustancias de origen bacteriano y sustancias
producidas por los propios leucocitos (como el leucotrieno B4). Tras la llegada de los
neutrófilos al lugar de la infección se inicia el proceso de la fagocitosis de las bacterias.
La fagocitosis bacteriana a cargo de los neutrófilos se ve favorecida por sustancias con
capacidad opsonizante, como las inmunoglobulinas, productos del complemento,
fibronectina y otras, las cuales permiten la adherencia de las bacterias a la membrana
del leucocito. Una vez las bacterias han sido fagocitadas se produce su destrucción
intracelular, realizada principalmente a través de mecanismos independientes de oxígeno
o dependientes de oxígeno que pueden ser mediados o no por mieloperoxidasa.
Muchos antimicrobianos han demostrado su capacidad para interferir con
diversos aspectos del sistema de defensa del hospedador, como la adherencia
microbiana, producción de toxinas, quimiotaxis, opsonización, ingestión y muerte
fagocítica por leucocitos PMNs, y modulación de la respuesta de las células T y B.
Los antibióticos pueden interactuar con los PMNs de dos formas: el
antimicrobiano puede alterar las funciones de los leucocitos (efecto directo) y la bacteria
puede ser modificada por el antibiótico con consecuencias indirectas en la fagocitosis
y/o muerte intracelular por el PMN (efecto indirecto). Un tercer modo de interacción,
del cual existen pocos datos, sería la modificación del antibiótico por los PMNs (23).
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3.1. Acción directa de los antimicrobianos sobre las funciones de los
leucocitos PMNs.
3.1.1. Penetración y actividad de los antimicrobianos en el interior de los
fagocitos.
La entrada de los agentes antimicrobianos es un requisito para la actividad contra
bacterias intrafagocíticas. En la penetración de los antimicrobianos al interior de las
células fagocitarias influyen diversos factores relacionados con el propio fármaco, tales
como la temperatura, el pH, la viabilidad de las células y la estructura molecular del
antibiótico. Otros factores son, el tipo de célula fagocítica y la concentración
extracelular del antibiótico (24).
Sin embargo, la capacidad de los antibióticos para entrar en los fagocitos, no
predice exactamente la actividad del fármaco contra organismos intracelulares. La
actividad intrafagocítica del antibiótico depende de múltiples factores (25).
a) la localización intracelular específica y la concentración del antimicrobiano
b) las propiedades intrínsecas antibacterianas del agente (mecanismo de acción)
c) el efecto del medio intracelular en la actividad biológica del antibiótico y m
la susceptibilidad del microrganismo
d) la influencia del antibiótico en la función del fagocito (fagocitosis, sistemas
microbicidas, etc)
En términos generales, la mayoría de los estudios han señalado que los
antibióticos betalactámicos y los aminoglicósidos no pasan ni son activos en el interior
de las células fagocitarias. Los macrólidos, aunque se concentran en el interior de los
fagocitos, solo son activos a elevadas concentraciones, debido a que se localiza en el
fagosoma que tiene un pH ácido. Todas las quinolonas pasan y son activas en el interior
del fagocito. Con las tetraciclínas existen pocos estudios de penetración y actividad
intrafagocitaria, estos trabajos señalan que penetran pero carecen de actividad
intracelular, aunque oxitetraciclina es activa en el interior de los fagocitos. La
rifampicina pasa y es muy activa en el interior tanto de PMNs como de macrófagos (1).
3.1.2. Quimiotaxis
Los antibióticos betalactámicos no afectan a la quimiotaxis a niveles terapéuticos
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convencionales (26). Las tetraciclinas y los aminoglicósidos parecen inhibir la respuesta
quimiotáctica de los leucocitos, este efecto negativo ha sido observado tanto in vitro
como in vivo (1). Los macrólidos (eritromicina y roxitromicina) estimulan la
quimiotaxis en respuesta a CSa (27,28). Otros grupos de antibióticos como clindamicina
y rifampicina, no han mostrado efecto sobre la quimiotaxis (29).
3.1.3. Fagocitosis y muerte intracelular de los microorganismos.
Los experimentos en los que el antimicrobiano está presente en el medio de
incubación de PMNs y bacterias, muestran problemas de interpretación puesto que el
efecto del antibiótico puede estar relacionado con su interacción con cualquiera de los
componentes que se hallan en el sistema analizado y no necesariamente con la célula
fagocítica.
Los antibióticos betalactámicos y eritronúcina no afectan la fagocitosis de forma
directa. Los datos disponibles sobre la influencia de aminoglicósidos en la fagocitosis
son contradictorios y en el caso de clindamicina, no hay suficientes estudios para poder
extraer conclusiones. Las tetraciclinas parecen ejercer efectos negativos en la actividad
fagocitica de los leucocitos (1).
Cefozidima y cefotaxima incrementan la muerte de S. aureus por PMNs (30).
El mecanismo de este sinergismo es diferente para las dos cefalosporinas, cefotaxima
incrementó la muerte y la respuesta oxidativa de los PMNs a partículas opsonizadas ($.~,
aureus y zimosan). Estos efectos no se observaron con partículas no opsonizadas. En
el caso de cefozidima, el sinergismo bactericida estaba relacionado con la interacción
con el sistema independiente de oxígeno de los PMNs.
La rifampicina afecta a la respuesta oxidativa de los PMNs, deprimiendo la
producción de superóxido y la quimioluminiscencia de forma dosis dependiente (31).
Las ciclinas deprimen varias funciones de los PMNs por mecanismos específicos, el
más importante es por quelación de calcio intracelular (32), además las ciclinas pueden
influir en la actividad de los PMNs por generación de singletes de oxigeno debidos a
la exposición a la luz Uy (33) con daño de las estructuras de los PMNs que participan
en el estallido respiratorio. Los aminoglicósidos dificultan la actividad candidicida de
los PMNs (34). El mecanismo responsable de estos efectos podría estar relacionado con
9
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la inhibición del metabolismo de los fosfoinositidos.
También se ha descrito sinergismo entre la actividad bactericida de los PMNs
y macrólidos como eritromicina, roxitromicina (35) o josamicina (36). El mecanismo
de este sinergismo no está claramente demostrado in vitro ya que estos compuestos no
alteran significativamente la quimiotaxis ni el metabolismo oxidativo a las
concentraciones a las que si se incrementa la muerte por PMNs. El incremento de la
muerte bacteriana podría estar relacionado con las concentraciones intracelulares de
estos fármacos en los fagolisosomas, donde potenciarían los mecanismos bactericidas
intrínsecos de las células (37).
Los mecanismos mediante los cuales las fluorquinolonas influyen moderadamente
en la respuesta de los PMNs, son desconocidos. Se ha hallado un aumento en la
fagocitosis y muerte bacteriana con norfioxacino y pefloxacino, así como la
estimulación de la vía hexosa monofosfato con ciprofloxacino y ofloxacino (38).
3.2. Acción indirecta de los antimicrobianos sobre las funciones de los
leucocitos PMNs.
3.2.1. Efecto de las concentraciones sub-CMI.
Normalmente la actividad de los antimicrobianos se describe por su capacidad
para matar o inhibir el crecimiento de los microorganismos, debido a ello se intentan
conseguir concentraciones de antibiótico que excedan la CMI-CMB en el lugar de la
infección. Pero las concentraciones de antibiótico, generalmente exceden la CMI,
durante limitados períodos de tiempo, después las concentraciones son menores que la
CMI (sub-CMIs). Esto es obvio en tejidos, donde las infecciones están localizadas y
donde las concentraciones de antibiótico son frecuentemente menores que las halladas
en sangre (39).
Las concentraciones sub-CMI tienen distintas actividades en la morfología y
fisiología de las bacterias que pueden indirectamente afectar su virulencia y sensibilidad
a las células fagociticas.
La síntesis de factores de virulencia como la proteína M de Streptococcus
pyo~enes puede ser reprimida cuando la bacteria productora crece con concentraciones
subinhibitorias de clindamicina (40). La proteína A puede impedir la opsonización de
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estafilococos por suero (41). El incremento en la fagocitosis y muerte de S. aureus
puede ocurrir tras la inhibición de la biosintesis de la proteína A debido a la exposición
a concentraciones subinhibitorias de antibióticos (clindamicina y ácido fusídico) (13).
Otros factores de virulencia cuya expresión puede ser modulada por concentraciones
sub-CMI de antibióticos son: el antígeno K y hemolisinas en E. coli (42,43) y la
cápsula lipopolisacárida en Bacteroides frarilis y Haemophilus influenzae (44,45,46).
Lapreincubación con concentraciones sub-CMJs puede provocar modificaciones
en la adhesividad (39), en la sensibilidad de las bacterias al suero (47), y también
modificaciones en los requerimientos opsónicos (48). Concentraciones subinhibitorias
de gentamicina incrementan la fagocitosis de bacterias aerobias por PMNs a través de
un mecanismo directo que dalia a la bacteria facilitando su opsonización y fagocitosis
(52). En un trabajo con dos cepas capsuladas de E. coli, el pretratamiento con
concentraciones sub-CMIs de netilmicina elevó tanto el consumo de complemento como
la fagocitosis (42).
El pretratamiento con concentraciones sub-CMIs, puede también modificar la
sensibilidad a los mecanismos de muerte independientes o dependientes de oxígeno. Se
ha observado que después de crecer durante la noche en presencia de concentraciones
sub-CMJ de ceftriaxona, los filamentos de Klebsiella pneumoniae sufrieron un aumento
de sensibilidad a la muerte independiente de oxígeno, como ocurrió también en el caso
de 5. aureus tratada con ceftriaxona (53). Por el contrario, los filamentos de P
.
aeruginosa debidos a la exposición a ceftriaxona, mostraron una mayor sensibilidad a
la muerte dependiente de oxígeno que las bacterias control no tratadas (54).
Las bacterias preincubadas pueden liberar sustancias capaces de estimular
directamente las células fagocíticas (49) o exponer otros antígenos (50).
La filamentación de bacterias Gram-negativas, después de la preincubación con
concentraciones sub-CMIs de betalactámicos y fluorquinolonas (16) aumenta la
sensibilidad a la actividad de los leucocitos. Las concentraciones subinhibitorias pueden
debilitar la integridad de la estructura bacteriana. Esto puede facilitar el acceso de los
factores del fagocito a sus dianas en las bacterias tratadas (51).
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3.2.1. Efecto PALE
Iii vitro los antibióticos retrasan el crecimiento y el metabolismo bacteriano
durante un período superior al tiempo de exposición al antimicrobiano, este fenómeno
es conocido como efecto postantibiótico o PAE (4,55). El término efectopostantibiótico
se define como el período de recuperación o la supresión persistente del crecimiento
bacteriano tras una breve exposición al antimicrobiano (4).
El PAE parece tener su principal implicación en las pautas de dosificación de
antimicrobianos, pero la eficacia terapéutica de los antibióticos depende de la
funcionalidad de los mecanismos de defensa del organismo. A este respecto Bagle et
al. (56) sugirieron que el efecto postantibiótico puede contribuir a la eficacia de los
regímenes de dosis de antibióticos, pero reconocen que los factores del hospedador son
cruciales en el intervalo de dosificación del tratamiento.
Los estudios de Alexander y Good (1968) (6) demostraron que la exposición de
Staphylococcus aureus a la penicilina y estreptomicina a concentraciones mayores que
la CMI aumentaba la capacidad bactericida de los PMNs humanos.
Posteriormente se estableció que un período corto de contacto entre la bacteria
y el antibiótico era suficiente para sensibilizar la bacteria a la actividad del leucocito
(57). Este incremento observado en la sensibilidad de la bacteria pretratada no podía
deberse al antibióticoresidual (4), sino a cambios estructurales en la membrana externa
de la bacteria inducidos por el antibiótico (58).
Algunos autores postularon que los compuestos que modifican la superficie
celular bacteriana serían más apropiados para activar los procesos de fagocitosis y
muerte intracelular por los PMNs que aquellos que tenfan un locus de actuación
subcelular. Sin embargo se habían observado cambios en la permeabilidad de la
membrana celular después de la exposición de E. coli a cloranfenicol, inducidos a
través de un mecanismo de acción intracelular de este antibiótico. Por tanto este efecto
de aumento de sensibilidad no se observaba únicamente con antibióticos que tenían su
sitio de acción en la pared, sino también en aquellos con actividad intracelular.
En la situación “in vivo” el tiempo real de contacto de la bacteria con niveles
suprainhibitorios de antibiótico, puede ser relativamente corto, sobre todo en una terapia
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de dosis seriadas, en la que los niveles de antibiótico descienden por debajo de
concentraciones inhibitorias durante una parte del intervalo de dosificación.
Exposiciones previas al antimicrobiano durante un breve período de tiempo simulan los
niveles de antibiótico alcanzados durante su dosificación.
La exposición de bacterias a altas concentraciones de antimicrobianos durante
limitados períodos de tiempo puede afectar su interacción con los leucocitos PMNs.
McDonald et al. (9,59) y Pruul et al. (60,61,19,48) demostraron que los
organismos en fase postantibiótica eran más susceptibles a la actividad antibacteriana
de los leucocitos humanos. Ellosdenominaron a este fenómeno “PALE” (Postantibiotie
leukocyte enibanceinent)
Con Escherichia coli se ha determinado que los antibióticos que inhiben la
síntesis protéica inducen un efecto PALE superior al que producen los antibióticos
betalactámicos (9). El pretratamiento de Staohylococcus aureus y Streotococcus
pyo~enes con penicilina O, amoxicilina, eritromicina y clindamicina provoca también
un incremento en la sensibilidad a la acción letal de los leucocitos (62).
Este incremento de la susceptibilidad está relacionado con cambios fenotípicos
en la bacteria que afectan a la fagocitosis y muerte intracelular.
Diversas propiedades de la estructura superficial bacteriana, importantes en la
interacción con los componentes de defensa del huésped, pueden ser alterados por
exposición al antibiótico.
La hidrofobicidad de la superficie bacteriana parece desempeñar un importante
papel en la interacción entre bacterias y fagocitos. Se ha demostrado que la asociación
bacteria-célula fagocítica disminuye cuando aumentan las propiedades hidrofílicas de la
pared celular bacteriana (63). El incremento de la hidrofobicidad de la bacteria expuesta
a antibióticos, apoya la hipótesis de que la exposición al antimicrobiano desorganiza las
estructuras externas de la pared celular responsables de la resistencia a la fagocitosis
por PMNs. Las alteraciones ocasionadas por el antibiótico conducirían a una exposición
de los lípidos de la membrana externa, aumentando la hidrofobicidad de la célula
bacteriana (48).
Las mutaciones liso-rugosas, que modifican estructuras lipopolisacMidas,
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disminuyen la resistencia a la fagocitosis y a la actividad bactericida de extractos de
gránulos de leucocitos (19). Se ha demostrado además, que perturbaciones no letales
de la membrana externa, de bacterias gram-negativas resistentes al suero, provocan un
cambio fenotípico reversible hacia la sensibilidad al suero (61).
Los cambios en la permeabilidad de la membrana externa de E. coli han sido
observados después de la exposición a altos niveles de cloranfenicol. La actividad
bacteriostática del cloranfenicol está asociada con su interferencia en la síntesis protéica
mediante la supresión de la actividad peptidil-transferasa en la subunidad 50 5 del
ribosoma bacteriano. Sin embargo, esto no explica su actividad bactericida in vivo
frente a Haemonhilus influenzae, que puede estar relacionada con la desestabilización
de la estructura y funcionalidad de la membrana externa bacteriana a través de la
incorporación de proteínas incompletas de bajo peso molecular que aumentan su
permeabilidad y susceptibilidad a PMNs humanos (61).
La filamentación de bacilos Grain-negativos ha sido puesta de manifiesto en
múltiples estudios in vitro y constatada en pacientes infecciosos que estaban tratados con
antibióticos (15). Cuando la población de bacterias es expuesta a concentraciones de
antibiótico iguales o mayores que la CMI, tiene lugar la lisis pero no se produce en
toda la población al mismo tiempo. Esto da lugar en muchos casos a una mezcla de
filamentos y filamentos lisados. Lorian et al. demostraron que las bacterias expuestas
a antibióticos betalactámicos y a aquellos que directa o indirectamente producen una
alteración en la síntesis protéica, inducen elongación y algunas veces formas fusiformes
en Gram-negativos. Además de su morfología se producen cambios en el peso y en la
masa de la bacteria. El estudio de la capacidad bactericida de los PMNs sobre bacilos
gram-negativos y sus respectivos filamentos, evaluado como peso de microorganismos
muertos/PMNs (16), reveló que los filamentos son significativamente más susceptibles
que los bacilos normales a la actividad bactericida de los leucocitos PMNs.
El máximo efecto PALErequiere la participación de anticuerpos y complemento.
El requerimiento de anticuerpos indica que el PALE opera a través de la activación de
la vía clásica del complemento. La falta de actividad antimicrobiana del suero absorbido
en presencia de leucocitos puede ser compensada por una incubación previa de la
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bacteria en suero humano normal. Si la unión a anticuerpos antes del tratamiento con
el antimicrobiano es eficaz, probablemente el PALE no se debe a un incremento en el
consumo de anticuerpos, sino a la exposición de nuevos sitios de unión al anticuerpo
debido al pretratamiento (61).
La susceptibilidad a la muerte fagocitica, es modulada a través de mecanismos
en gran parte desconocidos.
El incremento en la muerte de estreptococos grupo A por leucocitos, después de
una breve exposición a eritromicina, fue dependiente de un aumento en la fagocitosis
(18).
Por el contrarío, el descenso en la viabilidad de Escherichia coli después de una
incubación in vitro con cloranfenicol fue relacionado con un aumento en la muerte
intracelular (19). Tanto los mecanismos dependientes de oxIgeno (19,21), como los
independientes (22), se hallan involucrados en el incremento de la muerte intracelular
de bacterias dañadas por antibióticos.
Además de estos estudios in vitro también se han realizado trabajos utilizando
modelos animales que sugieren que el fenómeno PALE podría darse también iii vivo.
Eagle et al. (66,67) demostraron en ratones que la DL50 de estreptococos grupo
A y B disminuía de 100 a 1000 veces silos animales eran inoculados con organismos
en fase PAE, sin embargo, en este estudio no se determinó qué factor del hospedador
era responsable de este efecto.
Gerber y Craig (68) observaron que las bacterias en fase PAE eran eliminadas
más rápidamente que las bacterias no tratadas, cuando eran inyectadas en muslos de
ratones normales. Estos organismos no eran eliminados si eran inyectados en ratones
neutropénicos, y finalmente volvían a crecer cuando el PAE desaparecía.
Estos estudios sugieren que el efecto PALE es también un fenómeno que tiene
lugar in vivo.
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4. ANTIMICROBIANOS
4.1. Propiedades de los antibióticos betalactímicos.
La estructura básica de los antibióticos betalactámicos consiste en un anillo fi-
lactánuico de cuatro miembros que puede existir como un anillo aislado, representados
por los monobactámicos, o puede estar unido a un segundo anillo formando una
estructura bicíclica como se encuentra en otras clases (69).
La pared celular que envuelve las células bacterianas está formada por
peptidoglicano que consta de péptidos de cadena corta que se enlazan y unen a un largo
polímero polisacárido constituido por unidades alternas de ácido N-acetilglucosamnina
y N-acetilmurámico con uniones de tipo glicosídico B-(1,4), el grupo carboxilo del
ácido murénúco generalmente está sustituido por una cadena peptídica de aminoácidos
D- y L-. Las uniones cruzadas tienen lugar bien directamente (organismos Gram-
negativos) o mediante un puente interpeptídico (organismos Gram-positivos) entre el
residuo diamino en posición 3 de la cadena peptídica y D-ala en posición 4 de la
subunidad peptídica adyacente. En las bacterias Gram-positivas, el peptidoglicano está
directamente unido por enlaces covalentes al ácido teicoico o al ácido teicurónico. En
las bacterias Gram-negativas, el peptidoglicano está unido de forma covalente a una
membrana externa lipoprotelca (70).
La unión cruzada con eliminación del D-ala terminal se denomina reacción de
~spepÚ~ción, las enzimas que catalizan esta reacción son las principales dianas de
los antibióticos 13-lactámicos. La eliminación del D-ala terminal es función de las
carboxipeptidasas, enzimas también sujetas a la inhibición por il-lactímicos. La
transglicosilación que es responsable de la polimerización de la cadena de glicano en
peptidoglicano no es sensible a los B-lactámicos (69).
Los antibióticos il-lactámicos, por tanto, interfieren en el paso metabólico final
de la formación de la pared celular, quedando por ello, laxa, incompleta y muy
susceptible al estallido y ruptura frente a soluciones no isotónicas con las del
protoplasma (71).
Las dianas celulares para los antibióticos Il-lactímicos son los enzimas que
catalizan la síntesis de las uniones cruzadas de peptidoglicano de la pared celular. Estos
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enzimas son proteínas fijadoras de penicilina (PBPs). Se han descrito ocho PBPs
localizadas en la membrana interna de la pared celular o en la membrana citoplasmática
(72).
Los compuestos B-lactámicos tienen diferentes afinidades para varias PBPs y
dependiendo de su unión específica a una PBP tienen diferentes efectos sobre las
bacterias. La inactivación de algunas PBPs (PBP lA, IB, 2 y 3) provoca la muerte de
la célula bacteriana. Por el contrario, otras PBPs (PBP 4, 5 y 6) no son esenciales para
la viabilidad de la bacteria y su inactivación por moléculas de B-lactámicos no es letal
para la bacteria (73,74).
La actividad de los compuestos B-lactámicos se debe la capacidad de atravesar
la pared de la bacteria y así alcanzar un receptor, afinidad por los enzimas implicados
en la síntesis de la pared celular (PBPs) (75) y estabilidad frente a las 13-lactamasas,
enzimas producidas por las bacterias que hidrolizan el enlace amida cíclico del núcleo
de la penicilina, lo que conduce a la producción de peniciloatos sin actividad bacteriana.
En los organismos Gram positivos, las JI-lactamasas se segregan
extracelularmente, mientras que en los Gram-negativos suelen localizarse en el espacio
periplásmico de la bacteria. Las 13-lactamasas pueden estar codificadas
cromosómicamente o por plásmidos de resistencia. Las primeras pueden ser agrupadas
en las clases 1 y II de Richmond que corresponden a las cefalosporinasas y penicilinasas
respectivamente; mientras que las segundas pueden agruparse en B-lactamasas de amplio
es~tro, llamadas tipo TEM y aquellas quehidrolizan más rápidamente oxacilina (OXA
1, 2 y 3), carbenicilina (PSE 1, 2, 3, 4) que corresponden a las clases III y V
respectivamente. Estos tipos producen mayor resistencia a penicilinas que a
cefalosporinas. Por último, la clase IV de Il-lactamasas de amplio espectro, son enzimas
codificadas cromosomicamente, por ejemplo, SHV-1 y HMS-1 (76).
4.2. Carbapenemes.
Los carbapenemes son un grupo de antibióticos betalactámicos que tienen un
átomo de carbono en lugar del átomo de azufre y una insaturación en el anillo de cinco
miembros unido al anillo 13-lactámico. El tamaño pequeño y la estructura compacta de
estos agentes les permite atravesar fácilmente la pared celular de las bacterias Gram-
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negativas.
4.2.1. Imipenem
4.2.1.1. Estructura química
Imipenem (N-formimidoiltienamicina) posee una cadena lateral de hidroxietilo
que debido a su configuración trans, que contrasta con la configuración cis de otros 13-
lactámicos, proporciona resistencia a la hidrólisis por 13-lactamasas bacterianas (77).
OH
$ NHCX NH
4.2.1.2. Mecanismo de acción
Imipenem provoca en la célula bacteriana las consecuencias esperadas de un
antibiótico 13-lactámico, la síntesis de pared celular se interrumpe. Sin embargo, las
consecuencias morfológicas de esta inhibición son inusuales, en lugar de filamentos
como suele suceder con penicilinas y cefalosporinas, aparecen pequeñas esferas o
elipsoides. Estas observaciones sugieren que imipenem actúa sobre una diana distinta.
La unión preferente de los Il-lactámicos a la PBP 2 da lugar a células redondeadas, por
otra parte los agentes que no se unen a PBP 2 pero tienen alta afinidad por PBP 3
inducen largos filamentos (78). Imipenem se une a PBP 2 y PBP 1 (79), esto explica
los diferentes efectos morfológicos que produce este agente, y las perturbaciones en la
superficie de la célula que conducen a la muerte y lisis.
4.2.1.3. Actividad bactericida
Imipenem es bactericida, tiene una CMB igual o muy similar a la CMI contra
varios géneros de organismos (79). Borobio et al. (1981) encontraron en general una
relación entre CMI/CMB de una unidad para anaerobios Gram- positivos y cepas de
Bacteroides (80). La relación fue independiente del incremento del tamaño de inóculo
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(1O~ a 10~ ufc) y no fue afectada por el medio empleado o su pH. Otros autores (81)
hallaron que la CMB excedía la CMI solo en un pequeño número de especies. También
demostraron que la adición de suero (más del 75% del medio) no incrementa la CMI
o CMB, ellos señalaron que se debía a la baja unión de imipenem a las proteínas del
suero. Por otra parte, estudios sobre una gran variedad de aislados clínicos, mostraron
que había un pequeño efecto del tamaño del inéculo sobre las concentraciones
inhibitorias y que las CMBs no eran mayores de 2 a 4 veces la CMI (82).
4.2.1.4. Resistencia a 8-lactamasas
Imipenem induce la producción de ¡3-lactamasas; sin embargo permanece activo
contra las bacterias productoras de 13-lactamasas. Imipenem es resistente a la mayoría
de las Il-lactamasas excepto aquellas producidas por Xanthomonas maltophilia y algunas
cepas de B. fra2ilis (83,84).
4.2.1.5. Espectro antimicrobiano
Imipenem tiene un amplio espectro antibacteriano, es bactericida contra la
mayoría de las bacterias aerobias Gram-positivas y Gram-negativas y bacterias
anaerobias (85). Tiene una excelente actividad contra cocos Gram- positivos incluidos
los estreptococos grupo D. Más del 90% de la mayoría de las especies de organismos
Gram-negativos son susceptibles, incluyendo aquellos resistentes a otros agentes ¡3-
lactámicos y aminoglucósidos (86,87). Imipenem es muy efectivocontra los organismos
anaerobios y en general su actividad es comparable a la de metronidazol y clindamicina.
Xanthomonas maltonhilia generalmente es resistente a imipenem, así como ciertas cepas
de Pseudomonas cepacia y Enterococcus faecium (88,89).
4.2.1.6. Fannacocinética
Imipenem tiene propiedades farmacocinéticas muy similaresa otros ¡3-lactámicos,
penetra bien en lugares distintos del compartimento vascular. Alcanza altos niveles
rápidamente en arcas bien irrigadas tales como la cavidad peritoneal y penetra en
lugares menos accesibles como en el liquido cerebroespinal en grado similar a otros 13-
lactámicos (90). La unión a proteínas plasmáticas es de un 20%. La vida media de
imipenem es de 1 hora y no se ve modificada cuando se administra imipenem/dilastatina
(91). Los niveles máximos en plasma tras la administración intravenosa de 0.5 y 1 g.
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de imipenem/cilastatina (las dosis y niveles se refieren exclusivamente al imipenem) son
respectivamente de 21 a 58 y 41 a 83 mg/l (92). Imipenem es inactivado en el riñón por
una enzima, la dehidropeptidasa 1, que no tiene una función fisiológica conocida,
mediante apertura del anillo B-lactámico. Cilastatina (L-cisteinil-tio-hexanoato) inhibe
la actuación del enzima, por ello la combinación imipenem/cilastatina se emplea en el
tratamiento de las infecciones en una relación de peso 1:1(93). Tanto para imipenem
como para cilastatina, la eliminación es renal por filtración glomerular y secreción
tubular. Cuando imipenem es administrado solo por vía intravenosa, los niveles
excretados en orina son bajos y variables (6 a 38% de la dosis) entre individuos (94),
mientras que si se administra con cilastatina en igual cantidad (95) la recuperación
urinaria es cercana al 70% de la dosis, microbiológicaniente activo y sin sufrir cambios.
4.2.1.7. Indicaciones terapéuticas
Presenta una eficacia alta en el tratamiento de una amplia variedad de
infecciones causadas por bacterias aerobias Gram-positivas o Gram-negativas y
anaerobios, así como aquellas debidas a ambas, tales como infecciones de tejidos
blandos, pulmonares, abdominales, ginecológicas y septicemia (96).
4.2.1.8. Reacciones adversas
Las reacciones adversas más comunes son: molestias gastrointestinales (nauseas,
vómitos y diarrea), neurológicas, reacciones alérgicas y un transitorio aumento de
niveles de enzimas renales (97).
4.2.2. Meropenem
4.2.2.1. Estructura química
CH3
CON .cc:11 CH3
8
NH
Meropenem es un nuevo antibiótico del grupo carbapenem que tiene en común
OH CH3
COOH
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con imipenem un alfa-hidroxietil en el átomo de carbono 4, pero difiere en que posee
un grupo metilo en el carbono 1 que le proporciona resistencia a la hidrólisis por el
enzima renal dehidropeptidasa 1 (98) debido a ello, los primeros datos farmacocinéticos
indican que no parece necesaria la asociación con cilastatina, y una cadena lateral de
dimetil-carbamoilpirrolidintio en el carbono 3 (99). Es probable que el sustituyente del
carbono 3 explique el aumento de actividad de este agente contra bacterias Gram-
negativas (100,101).
4.2.2.2. Mecanismo de acción
Meropenem entra fácilmenteen la célula bacteriana e interactúa con las proteínas
diana (PBPs) en la membrana citoplasmática causando la muerte celular debido a la
interrupción en la síntesis de la pared celular. La afinidad de unión de meropenem a las
PBPs de E. coli, P. aeru2inosa y S.aureus han sido determinadas. La principal diana
de meropenem en E. cpu es PBP 2, en PL~njgÉo se une a PBP 3 y PBP 2 (102).
En 5. aureus la afinidad de unión es muy alta para todas las PBPs excepto para PBP
3, posiblemente debido a una vida media muy corta del complejo meropenem-PBP3.
Los cambios morfológicos confirman cuáles son las principales dianas de meropenem,
en E. coli produce formas redondeadas mientras que en P. aeru2inosa induce
filamentación.
4.2.2.3. Actividad bactericida
Las cinéticas de actividad antibacteriana de meropenem han sido estudiadas con
aerobios Gram-negativos y Gram-positivos y anaerobios. Las concentraciones de dos
a cuatro veces la CMI generalmente son bactericidas dentro de las primeras horas tras
añadir el agente. Para un amplio número de cepas la CMB fue igual o doble de la CMI.
La presencia de suero humano (10 ó 25 %), y variaciones en el pH del medio de 6,7
u 8, o en el tamaño de inóculo no alteran significativamente la CMI (103).
4.2.2.4. Resistencia a B-lactamasas
Meropenem no es inactivado por 13-lactamasas cromosómicas o plasmídicas,
incluyendo los enzimas que inactivan cefalosporinas de 3a generación. La única B-
lactamasa que destruye a meropenem, así como a imipenem y otros agentes tales como
ceftazidima y cefotaxima se halla en Xanthomonas maltophilia (101). Tiene menos
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potencial que imipenem para inducir 8-lactamasas tipo 1 pero mayor potencial que
ceftazidima.
4.2.2.5. Espectro antimicrobiano
Meropenem posee un amplio espectro de actividad contra aerobios y anaerobios
incluyendo estafilococos, estreptoccos Il-hemoliticos, Strentococcus pneumoniae
,
Haemophilus influenzae, Neisseria sp., enterobacterias y Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp., Bacteroides sp., Clostridium sp., Peptostreptococcus sp. Comparado
con imipenem, meropenem fue más activo contra bacterias Gram-negativas, en
enterobacterias es 4-8 veces superior a imipenem (104), contra Pseudomonas aeru~inosa
meropenem es también más activo que imipenem (2-4 veces), por el contrario imipenem
es más activo frente a Grain-positivos. La actividad de los dos antibióticos contra
anaerobios es similar y al igual que imipenem es inactivo en Xanthomonas maltophilia
SAMR y E. faecium (98).
4.2.2.6. Farmacocinética
La penetración de meropenem en fluidos inflamados es muy rápida (105) y la
unión a proteínas plasmáticas es bastante baja (2%). La vida media en plasma es, como
en el caso de imipenem, de aproximadamente 1 hora (0.98 horas). Tras una inyección
intravenosa durante 5 minutos de 1 mg de meropenem sódico disuelto en 20 ml. de
agua, se alcanza una concentración pico en plasma de 23.6 hg/ml (105). La
farmacocinética de imipenem después de una administración intravenosa en combinación
con cilastatina es bastante similar a la observada después de una administración
intravenosa de meropenem solo. Esto confirma la estabilidad de meropenem a la enzima
renal dehidropeptidasa 1. La eliminación, igual que imipenem, es renal por filtración
glomerular y secreción tubular. La recuperación urinaría de meropenem es del 75 % de
la dosis administrada. Meropenem no parece necesitar la combinación con un inhibidor
de la DHP-I, como cilastatina para alcanzar altas concentraciones urinarias, la mayor
parte se elimina como meropenem (70%) y el resto como su metabolito ICI 213,689 de
anillo abierto.
4.2.2.7. Indicaciones terapéuticas
Meropenem posee un elevado nivel de actividad contra una amplia variedad de
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patógenos bacterianos, miembros de la familia Enterobacteriaceae, Staohylococcus sp.
(excepto cepas meticilina-resistentes) y Bacteroides fra~ilis son inhibidas por bajas
concentraciones. Es más activo que imipenem, gentamicina y amikacina, contra
Pseudomonas aeruginosa (106), la alta actividad de este agente contra cepas de
P.aeruginosa productoras de ¡3-lactamasas es particularmente interesante.
Los estudios farmacológicos y clínicos deberán establecer la utilidad clínica de
este nuevo agente, especialmente para el tratamiento de infecciones unnanas.
4.2.2.8. Reacciones adversas
La escasa información farmacocinética indica que meropenem es bien tolerado
(107) y que puede ser administrado sin un inhibidor del enzima DHP-I. Los estudios
iniciales también indican que los potenciales nefrotóxicos y neurotóxicos de meropenem
son menores que los de imipenem.
4.3. Cefalosporinas.
Las cefalosporinas son antibióticos betalactámicos, bactericidas, de amplio
espectro y escasa toxicidad lo que las hace ser muy utilizadas en la práctica médica.
Estan formadas por un anillo betalactániico unido a otro de dihidrotiazina. En contraste
con las penicilinas la molécula de cefalosporina tiene más lugares para su potencial
manipulación, además, el núcleo de las cefalosporinas es inherentemente más resistente
a las betalactamasas que el de las penicilinas (108). De cualquier forma, la producción
de betalactamasas es el principal mecanismo responsable de la inactivación de
cefalosporinas.
4.3.1. Cefepime
4.3.1.1. Estructura química
Cefepime es una cefalosporina metoxiimino aminotiazolil de cuarta generación,
contiene un grupo metil-pirrolidino en la posición 3 de la fracción dihidrotiazina del
núcleo cefem, lo que le permite penetrar a traves de los canales de las porinas de las
bacterias Gram-negativas, más rápidamente que otras cefalosporinas (109).
4.3.1.2. Mecanismo de acción
Se ha observado que la más importante diana de cefepime en Escherichia coli
y Pseudomonas aeruilinosa es la PBP 3. Cefepime también se une con mucha afinidad
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a la PBP 2 de E. coli. Cuando la concentración de antibiótico se halla cerca de la CMI
de E. coli, se observa la formación de filamentos bacterianos (110). Por otra parte, la
presencia en la estructura de cefepime de una cadena lateral en la posición 3 del anillo
cefalosporámico con una carga positiva, le confiere un incremento en el grado de
permeabilidad (111), que le permite acceder más facilmente al espacio periplásmico de
la bacteria Gram-negativa, donde ejerce su acción uniendose a las PBPs.
4.3.1.3. Actividad bactericida
La actividad bactericida de cefepime ha sido confirmada por los bajos valores
de la concentración mínima inhibitoria y los resultados de las curvas de letalidad contra
cepas productoras de diferentes il-lactamasas (112). La variación en el pH, tipo de
medio, tamaño de inóculo y adición de suero humano en el medio, no alteró la
actividad de cefepime con aislados clínicos de E. coli, Klebsiella pneumoniae y P±
aerueinosa (113).
4.3.1.4. Resistencia a 8-lactamasas
Cefepime tiene actividad ante microorganismos productores de betalactamasas
frente a los que muchas cefalosporinas se mostraban poco efectivas, comprobandose su
efectividad contra bacterias que tienen des-reprimido el gen constitutivo productor de
betalactamasas. También se observa una escasa reducción de actividad frente a cepas
bacterianas con genes que codifican para la producción de elevados niveles de
betalactamasas, ello se debe a la resistencia a la hidrólisis por las betalactamasas que
le confiere su grupo iminometoxi y a la baja afinidad por estas enzimas (114,115).
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4.3.1.5. Farmacocinética
De la administración vía intravenosa de 1 gr de cefepime fueron determinados
los siguientes parámetros bioquímicos: la concentración máxima de antibiótico en suero
correspondía a 70 mg/l, la vida media en suero a 2,2 horas, y la unión a proteinas
plasmáticas era del 19% (116). Esta cefalosporina es escasamente metabolizada en el
organismo, siendo el 80% de la dosis administrada recuperada sin cambios en la orina
(117). La vía más importante de eliminación es a través de los riñones, por filtración
glomerular (118).
4.3.1.6. Espectro antimicrobiano
Cefepime es altamente activo ‘in vitro” contra enterobacterias. También es
activo frente a Pseudomonas aeruginosa aunque algunas cepas con resistencia a
betalactámicos no mediada por plásmidos son a veces menos sensibles. Su actividad
varía frente a otras especies de Pseudomonas. Haemonhilus influenzae es muy sensible
a cefepime. Camoylobacter coli/iejuni son normalmente sensibles. Tiene buena actividad
frente a Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa negativos, Staohylococcus
haemolyticus esta en el límite de sensibilidad. Todos los estreptococos son sensibles
excepto los Enterococcus spp y Streptococcus pneumoniae muy resistentes a penicilina.
Se muestran resistentes también Bacteroides fra2ilis, B. oralis, Clostridium difficile y
algunos otros clostridium aunque es activo ante otros anaerobios.
4.3.1.7. Indicaciones terapéuticas
Esta indicado en el tratamiento de neumonias, bronquitis, e infecciones del tracto
urinario, también se han llevado a cabo estudios satisfactorios en el tratamiento de
meningitis en modelos animales como en ratas.
4.3.1.8. Reacciones adversas
Se han descrito cefaleas, pruritos, diarreas y aumento de transaminasas en
sangre.
4.3.2. Cefpodoxima
4.3.2.1. Estructura química
Cefpodoximaproxetil es una cefalosporina metoxiimino aminotiazolil de tercera
generación cuyo radical carboxílico del núcleo cefem ha sido esterificado con un grupo
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isopropiloxicarbonioxietilo con el fin de permitir su absorción tras la administración
oral. La cefpodoxima libre es la que posee la actividad antibiótica, siendo liberada por
su hidrólisis del ester (119).
4.3.2.2. Mecanismo de acción
Cefpodoxima como los otros antibióticos betalactámicos penetra a través de los
poros de la pared bacteriana y se fija sobre las PBPs, inhibiendo los procesos de síntesis
de dicha pared asociados a la morfología yio a la división celular, y produciendo la
destrucción del microorganismo, induciendo además en las bacterias dram-positivas la
activación de enzimas autolíticas (autolisinas).
Cefpodoxima ejerce su acción por inhibición de las PBPs, en concreto sobre la
PBP 3 de E. coli por la que presenta la máxima afinidad, siendo la única PBP que se
satura a la CMI. Este mecanismo de acción explica su actividad antibacteriana al inhibir
la PBP responsable de la formación del septo. El bloqueo de esta enzima conduce a la
filamentación.
4.3.2.3. Actividad bactericida
Cefpodoxima es bactericida a una concentración igual a la CMI para cepas de
E. coli, productoras o no productoras de il-lactamasas, y K. pneumoniae y de cuatro
veces mayor que la CMI para 5. marcescens, con 5. aureus la relación CMB:CMI es
mucho mayor (120). La actividad de cefpodoxima in vitro es poco afectada por la
adición de suero, el tipo de medio de cultivo empleado, aunque un incremento del
tamaño de inóculo mayor de 106 ufc/ml, reduce la potencia del antibiótico contra cepas
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de enterobacterias productoras de 43-lactamasas (121).
4.3.2.4. Resistencia a il-lactainasas
Cefpodoxima presenta una buena estabilidad en presencia de los principales tipos
de betalactamasas (122), y es de 4 a 16 veces más activa que amoxicilina/ácido
clavulánico, cefaclor y cefuroxima frente a diversos tipos de enterobacterias productoras
de betalactamasas.
4.3.2.5. Espectro antimicrobiano
Cefpodoxima tiene actividad bactericida frente a la gran mayoría de patógenos
dram-positivos y dram-negativos, sobre todo frente a los causantes de infecciones del
tracto respiratorio y urinaria.
Muestra gran actividad frente a enterobacterias como Escherichia coli, Proteus
spp y £Úi~clQr spp aunque tiene CMI elevadas para Klebsiella spp y especies
productoras de cefalosporinasa clase 1 tales como Enterobacter spp, Serratia spp y
Mor2anella spp (123).
Es muy activa frente a Haemophilus influenzae. Muestra buena actividad ante
Streptococcus nneumoniae, Streptococcus pyo~enes y frente a estreptococos
betahemolíticos de los grupos B, C y G. Presenta también actividad a concentraciones
terapeútiicas ante StaDhylococcus aureus y Stanhylococcus epidermidis. Son especies
resistentes Pseudomonas aeru~inosa y otras especies de Pseudomonas.
4.3.2.6. Farmacocinética
La mitad de la dosis de cefpodoxima administrada alcanza la circulación
sistémica. El fármaco es absorbido rápidamente alcanzando una concentración máxima
de 1,4 mg/l a las dos horas de la administración de una única dosis de 100 mg y tiene
una vida media en suero de 2,11 horas (119). Cefpodoxima penetra bien en los tejidos
del tracto respiratorio alto y bajo, los parámetros de penetración del antibiótico a través
de la barrera hematoencefálica en ausencia de inflamación, no han sido determinados
en humanos, aunque en ratas el paso es escaso. Cefpodoxima se metaboliza en muy
poca cantidad en el organismo. Más del 90% del volumen total de cefpadoxima
recogido en arma es excretado dentro de las 12 horas siguientes a la administración del
fármaco. En la eliminación del antibiótico esta implicada la secreción tubular.
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4.3.2.7. Indicaciones terapéuticas
Esta indicado en el tratamiento de infecciones de las vías respiratorias altas y
bajas causadas por gérmenes sensibles a la cefpodoxima, en concreto: amigdalitis y
faringitis, sinusitis aguda, bronquitis purulenta aguda, neumonía bacteriana,
exacerbación de bronquitis crónica obstructiva, particularmente durante la crisis de
repetición.
4.3.2.8. Reacciones adversas
Esencialmente pueden aparecer trastornos digestivos, cefaleas, manifestaciones
alérgicas, alteraciones hepato-biliares: elevación moderada y transitoria de
transaminasas GOT, GPT y de fosfatasa alcalina, manifestaciones renales: ligero
aumento de la urea sanguinea y creatinemia, alteraciones hematológicas: trombocitosis,
trombocitopenia, leucopenia y eosinofflia aunque estas son bastante raras.
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Material y métodos
1. MATERIAL
1.1. Microorganismos.
Escherichia coli ATCC 25922 y Stanhylococcus aureus ATCC 25923. Las cepas
se conservaron en agar Millíer-Hinton (OXOID) a O 0C, llevándose a cabo subcultivos
en medio fresco cada 2-3 días.
1.2. Antimicrobianos
Imipenem, suministrado por Merck, Sharp & Dohme, potencia 964 gg/mg.
Meropenem, suministrado por ICI Pharmaceuticals, potencia 864 gg/mg.
Cefepime, suministrado por Brystol-Myers Squibb, potencia 825 pg/mg.
Cefpodoxima, suministrado por Roussel Uclaf, potencia 941 vg/mg.
Las soluciones srock de antibiótico se prepararon a partir de polvo valorado y
se almacenaron en viales a -20 0C hasta su utilización, se desechó el antibiótico sobrante
de los viales una vez descongelados.
1.3. Suero y leucocitos polimorfonucleares.
1.3.1. Obtención del suero humano.
El pooi de suero humano normal fue obtenido a partir de sangre venosa de
donantes sanos que no estaban tomando medicación. La sangre se recogió en tubos de
vidrio estériles y se dejó coagular a temperatura ambiente; tras retirar el coágulo se
centrifugó durante veinte minutos a 1. IOOxg. Se mezclaron los distintos sueros y se
envasaron en alícuotas de 1 mí, que se congelaron a -30 0C. La cantidad que se iba a
utilizar se descongelaba y el sobrante era desechado.
1.3.2. Obtención, cómputo y viabilidad de los
polimorfonucleares.
1.3.2.1. Obtención de leucocitos PMNs.
El método utilizado para la extracción de los leucocitos PMNs humanos está
basado en el descrito por Paul Eggleton et al. (124). La sangre fue extraída de
voluntarios sanos que no estaban tomando medicación, y anticoagulada en tubos de
etilendianúnotetraacético (EDTA) potásico (1.5 mg/l). Un volumen deS ml de sangre
se añadió a un tubo cónico de poliestireno (25 mm x 90 mm) que contenía 16 ml de
cloruro amónico, frío (4 0C) y a pH 7.2. La mezcla se mantuvo en baño de hielo
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durante 15 minutos con el fin de producir la lisis de eritrocitos. Transcurrido ese tiempo
se centrifugó a láOxg durante 10 minutos. El sobrenadante se extrajo con micropipeta
y el sedimento de células blancas se resuspendió nuevamente en 16 ml de cloruro
amónico repitiendo el proceso.
Tras la segunda centrifugación el sedimento se resuspendió en 5 ml de solución
salina equilibrada de Hank (HiBSS) sin calcio ni magnesio, permaneciendo en baño de
hielo hasta el término de la preparación del inóculo bacteriano.
Se procedió a la tercera y última centrifugación (l6Oxg, 10 minutos); el
sedimento finalde leucocitos se resuspendió en 1 ml de HBSS enriquecida con un 0.1 %
de gelatina.
1.3.2.2. Cómputo celular.
La determinación del número de leucocitos se realizó con la ayuda de
microscopio óptico en cámara de Neubauer. Se depositó un volumen en la cámara de
0.2 ml de una dilución 1:10 de la suspensión leucocitaria.
Se consideraron los siguientes aspectos:
1. Número de leucocitos contados: es la media del número de PMNs en los
cuatro cuadrantes de la parte superior de la cámara y de los cuatro cuadrantes de la
parte inferior de la cámara.
2. Corrección de volumen: considerando que cada cuadrante de la cámara tiene
unas dimensiones de ixíxí y por tanto un volumen de 0.1 mm3, como los leucocitos
han sido contados en los cuatro cuadrantes, el volumen total considerado es 0.4 mm3.
Para obtener un volumen de 1 mm3 debe multiplicarse 0.4 por 2.5. Por tanto, 2.5 es
el factor de corrección de volumen.
3. Corrección de dilución: debido a que las células hablan sido diluidas al 1/10,
el factor de corrección de la dilución será igual a 10.
4. Cómputo final: leucocitos/mm3 — n0 de leucocitos contados x corrección de
volumen x corrección de dilución.
Para referir el número de PMNs en número de células por mí, el resultado de
la operación anterior lo multiplicamos por 1.000.
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1.3.2.3. Viabilidad celular.
La viabilidad celular se determiné, por exclusión del colorante vital azul tripano
(R.A.L. Ugine-Kuhlmann) al inicio y final del experimento. Un volumen de la
suspensión celular, se mezcló con un volumen igual de azul tripano al 0.4%. Pasados
tres minutos, la reacción de detuvo añadiendo formaldehido al 10%. Se tomó una
alícuota de la mezcla y se llenaron las dos partes de la cámara de Neubauer,
procediéndose al recuento celular con microscopio óptico (40x). Se efectuó el recuento
de leucocitos viables y leucocitos totales. Las células no viables presentan el núcleo
teñido de azul.
El resultado expresado en porcentaje de células viables se calculó de la siguiente
forma:
PMNs viables
% células viables = x 100
PMNs totales
Todos los experimentos de este trabajo fueron realizados con una viabilidad
superior al 95%.
2. MÉTODOS
2.1. Determinación de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMIs).
Las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) se calcularon por el método de
macrodilución en caldo Múller-Hinton (125). La CMI se definió como la mínima
concentración de antimicrobiano capaz de impedir el crecimiento visible (turbidez) de
la bacteria en comparación con el tubo control.
2.2 Estudio del Efecto Postantibiético Leucocitario (PALE).
2.2.1. Preparación del inóculo.
El día anterior al del experimento se preparó un inóculo de la bacteria en caldo
Múller-Hinton. Se incubó en estufa a 37 0C durante toda la noche. Las bacterias en fase
logarítmica se prepararon por dilución en caldo Múller-Hinton a partir del cultivo
overnight. Se incubaron en baño de agitación a 37 0C hasta alcanzar un valor de
absorbancia medido con espectrofotómetro a 580 nm de luz visible de 0.3 para E. coli
y 0.25 para 5. aureus, lo que supone aproximadamente lO~ UFC/ml.
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2.2.2 Tratamiento antimicrobiano.
Alícuotas de 0.2 ml del cultivo bacteriano se añadieron a tubos que contenían
caldo Múller-Hinton con antimicrobiano a una concentración de cuatro veces la CMI
correspondiente a la cepa utilizada en cada caso, resultando un volumen final de 2 ml.
Se incluyó un tubo con bacterias y medio Millier-Hinton sin antimicrobiano como
control.
Las bacterias se expusieron al antimicrobiano durante 10 minutos, incubándose
en baño de agitación (52 U) a 37 0C.
Al final del período de incubación, se añadieron 8 ml de caldo fresco para diluir
el antimicrobiano del medio y centrifugamos a 2.OOOxg durante 10 minutos para
eliminarlo. Se extrajo el sobrenadante cuidadosamente y el sedimento bacteriano se
resuspendió en HBSS-gelatina hasta una concentración de 10~ UFC/ml.
2.2.3. Estudio del efecto antimicrobiano en el crecimiento.
Muestras de 0.2 ml de bacterias tratadas con los distintos antimicrobianos y de
bacterias control no tratadas, se añadieron a tubos de poliestireno que contenían HBSS-
gelatina y se incubaron durante tres horas a 37 0C en baño de agitación (52 U). A
intervalos de una hora, se tomaron alícuotas de las bacterias tratadas y de las bacterias
control para determinar su cinética de crecimiento, expresada en UFC/ml. Para ello,
se hicieron diluciones decimales de las distintas mezclas en agua estéril a pH 10.8 (3)
y se sembraron muestras en placas de agar Múller-Hinton que se incubaron a 37 0C,
durante 18-24 horas. Se contabilizó el número de UFC/placa y se determinó el 1og
10
UFC/ml para representar gráficamente el crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo.
Se midió el efecto antibacteriano del antimicrobiano calculando la diferencia
entre el 1og10 UFC/ml de las bacterias control y el 1og10 UFC/ml de las bacterias
tratadas a lo largo del tiempo.
2.2.4. Estudio de la sensibilidad al suero.
Estudiamos si la presencia del suero humano normal (SHN) a una concentración
del 20% respecto del volumen total, puede influir en el crecimiento de bacterias
pretratadas con antimicrobiano y en el de bacterias control sin pretratar. Para ello, se
tomaron alícuotas de 0.2 ml de HBSS-gelatina suplementado con 20% de suero humano
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normal. Los tubos con las mezclas se incubaron a 37 0C en baño de agitación (52 U)
durante tres horas. A intervalos de una hora, se tomaron alícuotas de las bacterias
tratadas y de las bacterias control para determinar su cinética de crecimiento según el
número de UFC/ml. Para ello, se hicieron diluciones decimales de las distintas mezclas
en agua estéril a pH 10.8 (126) y se sembraron muestras en placas de agar Múller-
Hinton que se incubaron a 37 0C, durante 18-24 horas. Se contabilizó el número de
UFC/placa y se determinó el 1og
10 UFCIml para representar gráficamente el crecimiento
bacteriano a lo largo del tiempo.
El efecto del suero se midió calculando la diferencia entre el 1og10 UFC/ml de
las bacterias control y el 1og10 UFC/ml de las bacterias tratadas ambas en presencia de
suero, a lo largo del tiempo.
2.2.5. Actividad bactericida de los leucocitos PMNs en la fase
postantibiótica. PALE.
La actividad bactericida de los leucocitos PMNs se estudió incubando alícuotas
de 0.2 ml de bacterias pretratadas y de bacterias control con leucocitos PMNs, en
HBSS-gelatina, en presencia y ausencia del 20% de SHN. El volumen total de los tubos
fue de 2 ml y la relación final de bacterias a leucocitos fue de 10:1. Para realizar el
cómputo de microorganismos viables, a intervalos de una hora, se tomaron alícuotas de
las distintas mezclas y se añadieron a tubos que contenían agua estéril a pH 10.8 con
el fin de romper los PMNs y liberar las bacterias que permanecían viables a pesar de
haber sido fagocitadas (126).
Se realizaron diluciones decimales y se sembraron muestras en placas de agar
Millíer-Hinton, incubándose a 37
0C durante 18-24 horas. El número de UFC/ml de
representó en unidades logarítmicas a lo largo del tiempo.
La muerte fagocitica se midió calculando el número de bacterias muertas por el
PMN respecto del control sin PMN, tanto para el control como para las pretratadas, a
lo largo del tiempo y se expresó en términos de porcentaje.
El efecto PALE se midió estableciendo la relación entre la fagocitosis de las
bacterias tratadas respecto a la fagocitosis de las bacterias control.
Los ensayos se repitieron cinco veces para cada antimicrobiano.
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2.3. Estudio de la actividad bactericida de leucocitos PMNs en presencia
continua de antimicrobianos.
2.3.1. Preparación del inóculo.
El inóculo bacteriano fuepreparado de idéntica manera queen el apanado 2.2.1.
del estudio del Efecto Postantibiótico Leucocitario (PALE).
2.3.2. Estudio de las cunas de letalidad de E.coli y S1..nrcus.
Alícuotas de 0.2 ml de cultivo bacteriano con un número de 108 UFC/ml, se
añadieron a tubos que contenían caldo Mijiler-Hinton en un volumen final de 2 mí, para
seguir el mismo proceso de: incubación en baño de agitación (52 U) a 37 0C durante
10 minutos, dilución y posterior centrifugación, con el fin de poder establecer
comparaciones entre las cinéticas de crecimiento en fase postantibiótica y en presencia
continua de antibiótico.
Se extrajo el sobrenadante y el sedimento bacteriano se resuspendió en HBSS-
gelatina hasta una concentración de 10~ UFC/ml. Muestras de 0.2 ml de la suspensión
bacteriana fueron añadidas a tubos de poliestireno que contenían HBSS-gelatina
suplementado con un 20% de SHN, y antimicrobiano a una concentración de 4 y 1/2
CMI correspondiente a la cepa utilizada en cada caso, resultando un volumen final de
2 ml. Se incluyó como control un tubo con HBSS-gelatina y 20% de suero y sin
antimicrobiano, al que fue añadido el mismo volumen de suspensión bacteriana. Los
tubos se incubaron durante tres horas a 37 0C en baño de agitación (52 U). A intervalos
de una hora se tomaron alícuotas de las bacterias tratadas y de las bacterias control para
determinar su cinética de crecimiento, expresada en UFC/ml. Fueron realizadas
diluciones decimales de las distintas mezclas en agua estéril a pH 10.8 (126) y se
sembraron muestras en placas de agar Múller-Hinton que se incubaron a 37 0C, durante
18-24 horas. Se contabilizó el número de colonias en cada placa y se determinó el 1og
10
UFC/ml para representar gráficamente el crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo.
2.3.3. Actividad bactericida de los leucocitos PMNs en presencia continua
de anthnicrobianos.
Fueron incubadas alícuotas de 0.2 ml del cultivo bacteriano (1O~ UFC/m1) con
leucocitos PMNs en HBSS-gelatina suplementada con un 20% de SHN y antimicrobiano
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a una concentración de 4 y 1/2 CMI, en un volumen total de 2 ml. Como control fue
incluido un tubo con leucocitos PMNs en HBSS-gelatina con un 20% de SHN y sin
antimicrobiano, al que le fue añadido 0.2 ml de la suspensión bacteriana. La relación
final de bacterias a leucocitos fue de 10:1.
Para realizar el cómputo de microorganismos viables, a intervalos de una hora,
se tomaron alícuotas de las distintas mezclas y se añadieron a tubos que contenían agua
estéril a pH 10.8 con el fin de romper los PMNs y liberar las bacterias que
permanecían viables a pesar de haber sido fagocitadas (126).
Se realizaron diluciones decimales y se sembraron muestras en placas de agar
Múller-Hinton, incubándose a 37 0C durante 18-24 horas. El número de UFC/ml de
representó en unidades logarítmicas a lo largo del tiempo.
La muerte fagocítica se midió calculando el número de bacterias muertas por el
PMN respecto del control sin PMN, tanto para el control como para las incubadas con
1/2 y 4xCMI, a lo largo del tiempo y se expresó en términos de porcentaje.
Los ensayos se repitieron cinco veces para cada antimicrobiano.
2.4. Métodos de cálculo estadístico.
Los estudios estadísticos realizados fueron:
1. Estudio descriptivo del crecimiento bacteriano calculando la media aritmética
y la desviación estándar de los resultados obtenidos en cada caso.
2. Estudio mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
comparar la significación de los resultados. Las diferencias se consideraron
significativas en los casos en los que la probabilidad de que las diferencias se debieran
al azar fuera pC 0.05 (127).
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Resultados
1. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMIs).
La CMI se consideró como la concentración menor de antibiótico capaz de
impedir el crecimiento visible de la bacteria. Las CMIs obtenidas para E. coli ATCC
25922 y 5. aureus ATCC 25923 se reflejan en la tabla 1.
Antimicrobiano CMI (m~/fl
E. ccli 5. aureus
Imipenem 0.25 0.03
Meropenem 0.06 0.25
Cefepime 0.03 1.00
Cefpodoxima 0.25 1.00
2. ESTUDIO DEL EFECTO POSTANTIBIÓTICO LEUCOCITABIO.
2.1. Estudio del pretratamiento antimicrobiano sobre el crecimiento
bacteriano.
2.1.1. Efecto sobre el crecimiento de E. coil
.
2.1.1.1. Efecto de imipenem.
El tratamiento de E. cali con 4xCMI de imipenem durante 10 minutos, no
produjo diferencias estadísticamente significativas (13<0.05) en su cinética de
crecimiento respecto del control a lo largo de todo el ensayo, Figura (1 .a.). El efecto
antimicrobiano del tratamiento con imipenem durante las tres horas del ensayo se recoge
en la tabla 2.
Tiemno (lx) Control Tratado
1 0.86+0.17 0.81+0.10
2 1.15+0.10 0.98+0.13
3 1.34+0.16 1.25+0.12
Tabla 2. Efecto del pretratannento con imipenem en la cinética de crecimiento de
E.coli. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
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2.1.1.2. Efecto de meropenem.
La curva de crecimiento de E. coli después de una exposición durante diez
minutos a meropenem (4xCMI) no presentó diferencias estadísticamente significativas
pc 0.05) con la curva de crecimiento de E. coli no expuesto al antimicrobiano, (figura
2.a.). La tabla 3 muestra el efecto antibacteriano.
Tiempo (lx) Control Tratado
1 0.86±0.17 0.80+0.13
2 1.15+0.10 1.07+0.10
3 1.34+0.16 1.35±0.15
Tabla 3. Efecto del pretratamiento con meropenem en la cinética de crecimiento de
E.coli. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.1.1.3. Efecto de cefepime
El tratamiento de ~ggfl con cefepime (4xCMI) durante 10 minutos, no influyó
en la cinética de crecimiento bacteriano. El análisis estadístico señaló que las curvas de
crecimiento de bacterias tratadas con el antimicrobiano y bacterias control, sin
tratamiento no eran significativamente diferentes (p <0.05), (figura 3.a.). El efecto
antibacteriano se refleja en la tabla 4.
Tiemno (lx) Control Tratado
1 0.86±0.17 0.78+0.12
2 1.15+0.10 1.17+0.12
3 1.34+0.16 1.31+0.15
Tabla 4. Efecto del pretratamiento con cefepime en la cinética de crecimiento de
E.coli. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
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2.1.1.4. Efecto de cefpodoxixna
Las cinéticas de crecimiento de E. coli control (sin tratamiento antimicrobiano)
y de ~sQii tratado con cefpodoxima, no presentan diferencias estadisticaniente
significativas (p<0.05). Por tanto, la exposición de ff~ii durante 10 minutos con
cefpodoxima (4xCMI), no alteró su cinética de crecimiento, (figura 4.a.). La tabla 5
muestra el efecto antibacteriano.
Tiemno dfl Control Tratado
1 0.86+0.17 0.89+0.05
2 1.15±0.10 1.07+0.12
3 1.34+0.16 1.26+0.09
Tabla 5. Efecto del pretratamiento con cefpodoxima en la cinética de crecimiento de
E.coli. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.1.2. Efecto sobre el crecimiento de S. aureus
.
2.1.2.1. Efecto de imipenem.
El tratamiento con 4xCMI de imipenem durante 10 minutos produjo diferencias
significativas acusadas en el crecimiento de 8. aureus pretratado respecto del control,
(figura 5.a.). La tabla 6 muestra el efecto antibacteriano:
Tiempo (h~ Control Tratado
1 0.41+0.13 -0.49+0.07
2 0.65+0.11 -0.32+0.11
3 0.92+0.11 0.11+0.13
Tabla 6. Efecto del pretratamiento con imipenem en la cinética de crecimiento de
S.aureus. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
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2.1.2.2. Efecto de meropenem.
El tratamiento de 5. aureus con 4xCMI de meropenem, durante 10 minutos,
alteró significativamente la cinética de crecimiento de bacterias tratadas respecto a las
bacterias control, <figura 6.a.). La tabla 7 muestra el efecto antibacteriano a lo largo
del tiempo.
Tiempo (lxi Control Tratado
1 0.41 +0. 13 -0.58±0.09
2 0.65+0.11 -0.29+0.10
3 0.92+0.11 0.18+0.11
Tabla 7. Efecto del pretrataniiento con meropenem en la cinética de crecimiento de
S.aureus. Cambio en el Log10 (+D.E.) del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.1.2.3. Efecto de cefepime.
El tratamiento de 5. aureus con 4xCMI de cefepime, produjo diferencias
significativas (j, <0.05) en el crecimiento de las bacterias tratadas respecto del control,
(figura 7.a.). El efecto antibacteriano se refleja en la tabla 8.
Tiempo (h~ Control Tratado
1 0.41 ±0.13 -0.24+0.15
2 0.65+0.11 0.24+0.11
3 0.92+0.11 0.37+0.07
Tabla 8. Efecto del pretratarniento con cefepinie en la cinética de crecimiento de
S.aureus. Cambio en el Log10 (+D.E.) del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.1.2.4. Efecto de cefpodoxima.
Las cinéticas de crecimiento de 5. aureus expuesto a cefpodoxima y bacterias
control, presentan diferencias significativas (p <0.05), lo que indica que una breve
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exposición de 10 minutos a cefpodoxima (4xCMI) modifica la cinética de crecimiento
de 5. aureus, (figura 8.a.). La tabla 9 muestra el efecto antimicrobiano.
Tiempo (h~ Control Tratado
1 0.41±0.13 -0.23±0.14
2 0.65±0.11 0.03±0.11
3 0.92±0.11 0.28±0.03
Tabla 9. Efecto del pretratamiento con cefpodoxima en la cinética de crecimiento de
S.aureus. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.2. Efecto del suero en el crecimiento bacteriano.
2.2.1. Efecto del suero en el crecimiento de E. coli
.
2.2.1.1. Efecto del suero en el crecimiento de E. coli no pretratado con
antimicrobiano.
La presencia de un 20% de suero humano normal en HBSS-gelatina no modificó
la cinética de crecimiento de E. coli. Las curvas de crecimiento de bacterias sin
pretratamiento antibiótico, en presencia y ausencia de suero, no presentaron diferencias
estadísticamente significativas (p <0.05). Tabla 10.
Tiempo (lx) Control Control+SHN
1 0.86+0.17 0.77±0.06
2 1.15±0.10 1.08+0.13
3 1.34+0.16 1.37+0.08
Tabla 10. Actividad bactericida del suero sobre E. cali. Cambio en el Log10 (±D.E.)
del total de bacterias viables después de t horas de incubación.
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2.2.1.2. Efecto del suero en el crecimiento de E. coil pretratado con
imlpenem.
No se encontraron diferencias significativas (;<O.05) en el crecimiento de
bacterias por la acción del suero (20%), tanto si estas estaban tratadas con imipenem
o no, (figura 1.b.). Tabla 11.
Tiemno (h~ Control+SHN Tratado+SHN
0.77+0.06 0.77+0.08
2 1.08+0.13 1.11+0.18
3 1.37±0.08 1.23±0.12
Tabla 11. Actividad bactericida del suero sobre E. coli pretratado con imipenem.
Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
2.2.1.3. Efecto del suero sobre el crecimiento de E. coli pretratado con
meropenem.
El crecimiento de bacterias expuestas a meropenem, en presencia de suero no
mostró diferencias estadísticamente significativas (p <0.05) con el crecimiento en
ausencia de suero (figura 2.b.). En la tabla 12 se refleja el efecto del suero en la
cinética de crecimiento de las bacterias control y tratadas con meropenem.
Tiemno (h~ Control+SHN Tratado+SHN
0.77±0.06 0.70+0.11
2 1.08+0.13 0.98+0.10
3 1.37+0.08 1.26+0.12
Tabla 12. Actividad bactericida del suero sobre E. coli pretratado con meropenem.
Cambio en el Log10 (+D.E.) del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
43
Resultados
2.2.1.4. Efecto del suero en el crecimiento de E. coli pretratado con
cefepime.
La presencia de suero humano normal no modificó la cinética de crecimiento de
bacterias pretratadas con cefepime. El crecimiento en presencia de suero, de bacterias
controles y bacterias pretratadas no presenta diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05), (figura 3.b.). La tabla 13 muestra el crecimiento de bacterias control y
tratadas con cefepime, en presencia de suero.
Tiemr,o (h~ Control+SHN Tratado+SHN
1 0.77+0.06 0.72+0.12
2 1.08+0.13 1.12+0.07
3 1.37 ±0.08 1.37±0.13
Tabla 13. Actividad bactericida del suero sobre E. coli pretratado con cefepime.
Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de 1 horas de
incubación.
2.2.1.5. Efecto del suero sobre el crecimiento de E. coli pretratado con
cefpodoxima.
El análisis estadístico de los resultados obtenidos no demostró la existencia de
diferencias estadísticamente significativas & <0.05) entre las curvas de crecimiento de
bacterias pretratadas con cefpodoxima en presencia y ausencia de suero, ni entre el
crecimiento de bacterias no tratadas y tratadas con antibiótico, en presencia de suero.
Tiemno <lfl Control+ SHN Tratado+SHN
0.77+0.06 0.72+0. 12
2 1.08+0.13 1.12+0.07
3 1.37+0.08 1.37+0.13
Tabla 14. Actividad bactericida del suero sobre E. coli pretratado con cefpodoxima.
Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
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incubación.
2.2.2. Efecto del suero en el crecimiento de S. aureus
.
2.2.2.1. Efecto del suero en el crecimiento de S. aureus no pretratado con
antimicrobiano.
La cinética de crecimiento en presencia de suero de &j¡j¡~u~, no muestra
diferencias estadisticamente significativas con la cinética de crecimiento de 5. aureus
en ausencia de suero. Tabla 15.
Tiempo <lx) Control Control + SHN
1 0.41±0.13 0.44+0.03
2 0.65+0.11 0.67+0.06
3 0.92+0.11 0.88+0.17
Tabla 15. Actividad bactericida del suero sobre 5. aureus. Cambio en el Log10 (±D.E.)
del total de bacterias viables después de 1 horas de incubación.
2.2.2.2. Efecto del suero en el crecimiento de S. aureus pretratado con
imipenem.
Se encontraron diferencias significativas (p <0.05) entre las bacterias pretratadas
con imipenem, crecidas en presencia y ausencia de suero, durante las tres horas del
experimento.
La presencia de suero actúa antagónicamente con el pretratamiento
antimicrobiano y el crecimiento es mayor que el de las bacterias tratadas incubadas en
ausencia de suero.
La diferencia en la tasa de crecimiento entre bacterias control y tratadas, en
presencia de suero, aun manteniendo diferencias estadísticamente significativas, es
menor que entre las bacterias control y tratadas, incubadas sin suero (figura 5 .b.).
La tabla 16 refleja el crecimiento de 5. aureus tratado y control, incubado en
presencia de suero.
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Tiemno iii) Control+SHN Tratado+SHN
0.44±0.03 0.07±0.12
2 0.67±0.06 0.19±0.11
3 0.88+0.17 0.48+0.09
Tabla 16. Actividad bactericida del suero sobre 5. aureus pretratado con imipenem.
Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
2.2.2.3. Efecto del suero en el crecimiento de 5. aureus pretratado con
meropenem.
Igual que en el caso de S. aureus pretratado con imipenem, las cinéticas de
crecimiento de bacterias pretratadas con meropenem, en presencia y ausencia de suero,
presentan diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) durante todo el ensayo.
La presencia de suero también actúa de forma antagónica con el pretratamiento
antibiótico, de tal forma que las diferencias en la tasa de crecimiento entre bacterias
control y tratadas, en presencia de suero, son menores que entre bacterias control y
tratadas, incubadas en ausencia de suero (figura 6.b.).
La tabla 17 muestra el crecimiento de 5. aureus, control y tratado, en presencia
de suero.
Tiemno <lx) Control+SHN Tratado+SHN
1 0.44+0.03 0. 16±0.12
2 0.67±0.06 0.22+0.13
3 0.88+0.17 0.43±0.05
Tabla 17. Actividad bactericida del suero sobre 5. aureus pretratado con meropenem.
Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación
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2.2.2.4. Efecto del suero en el crecimiento de 5. aureus pretratado con
cefepime.
Las cinéticas de crecimiento de Sjj¡~j¡~, pretratado con cefepime, en ausencia
y presencia desuero, muestran diferencias estadísticamente significativas (p<O.O5). La
tasa de crecimiento bacteriano es mayor en presencia de suero que en ausencia del
mismo. Es decir, como en el caso de los carbapenemes, el suero ejerce un efecto
antagónico con el pretratamiento antimicrobiano, de forma que no se hallan diferencias
en el crecimiento en presencia de suero, de bacterias control y tratadas (figura 7.b.).
La tabla 18 refleja el crecimiento, de bacterias control y tratadas, en presencia
de suero.
Tiempo <lx) Control+SHN Tratado+SHN
1 0.44+0.03 0.44±0.06
2 0.67+0.06 0.67±0.10
3 0.88+0.17 0.86±0.ll
Tabla 18. Actividad bactericida del suero sobre 5. aureus pretratado con cefepime.
Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
2.2.2.3. Efecto en el crecimiento de 5. aureus pretratado con cefpodoxima.
Las curvas de crecimiento de 5. aureus pretratado con cefpodoxima, en
presencia y ausencia de suero, muestran diferencias estadísticamente significativas
<y <0.05). Las bacterias incubadas con suero, presentan una cinética de crecimiento
mayor que 5. aureus incubado en ausencia de suero, las cinéticas de crecimiento en
presencia de suero, de 5. aureus control y tratado con cefpodoxima, no presentan
diferencias estadisticamente significativas (figura 8.b.).
La tabla 19 muestra la cinética de crecimiento en presencia de suero, de
S.aureus control y pretratado con cefpodoxima.
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Tiempo <Ii) Contro¡+SHN Tratado+SHN
1 0.44+0.03 0.42+0.16
2 0.67+0.06 0.67+0.06
3 0.88±0.17 0.94+0.17
Tabla 19. Actividad bactericida del suero sobre 5. aureus pretratado con cefpodoxima.
Cambio en el Log10 (±D.E.) del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
2.3. Actividad de los leucocitos PMNs. P.A.L.E.
2.3.1. Actividad de los leucocitos PMNs frente a E. coli
.
2.3.1.1. Actividad de los leucocitos PMN frente a E. coli no pretratado con
antimicrobiano.
2.3.1.1.a. Ausencia de suero.
Las cinéticas de crecimiento de bacterias controles, en presencia y ausencia de
leucocitos polimorfonucleares presentan diferencias significativas (p <0.05) a tiempo
t= 1 y t=2 horas. La tabla 20 muestra las cinéticas de crecimiento de E. coli en
presencia y ausencia de PMN.
Tiempo <lx) Control Control+PMN
0.86+0.17 0.64+0.13
2 1.15+0.10 0.97+0.08
3 1.34+0.16 1.32±0.07
Tabla 20. Fagocitosis y muerte intracelular de &gs~li. Cambio en el Log10 (±D.E.)del
total de bacterias viables después de t horas de incubación.
2.3.1.1.b. Presencia de suero.
El número de bacterias viables en presencia de leucocitos PMNs y suero, fue
menor durante todo el tiempo que duró el experimento, que en ausencia de PMNs. La
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adición de suero al medio incrementó la muerte fagocitica de las bacterias control con
respecto a la hallada en ausencia de suero. La tabla 21 muestra el crecimiento de
E. coli en presencia de suero y en presencia de PMNs y suero.
Thrnpalb= Control+SHN Control+PMN+SHN
1 0.77±0.06 0.39±0.09
2 1.08+0.13 0.62+0.06
3 1.37+0.08 0.82+0.14
Tabla 21. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, en presencia de suero, de
E.coli. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.3.1.2. Actividad de los leucocitos PMNs frente a E. coli pretratado con
imipenem.
2.3.1.2.a. Ausencia de suero.
Las curvas de crecimiento de E. coli pretratado con imipenem, en presencia y
ausencia de PMNs, son estadisticamente diferentes <y <0.05) a lo largo de todo el
ensayo (figura 1.a.). El análisis estadístico indicó que el crecimiento de bacterias
controles en presencia de PMNs fue diferente del crecimiento de bacterias tratadas
también en presencia de PMNs, durante las tres horas del ensayo. La tabla 22 muestra
las cinéticas de crecimiento, en presencia de PMNs, de E. coli control y E. coli
pretratado con imipenem.
Tiempo (h’ Control+PMN Tratado+PMN
1 0.64+0.13 0.51+0.18
2 0.97+0.08 0.77+0.06
3 1.32+0.07 0.88+0.05
Tabla 22. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E. coli pretratado con
imipenem. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
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de incubación.
El porcentaje medio, en las tres horas del experimento, de muerte fagocítica de
bacterias controles fue del 26.05%, en el caso de las bacterias previamente expuestas
al antibiótico fue del 48.52% (los valores se refieren al descenso en el número de
bacterias incubadas con PMNs, respecto al número de bacterias incubadas en ausencia
de PMNs) (tabla 24, figura 1.c.).
2.3.1.2.b. Presencia de suero.
Las curvas de crecimiento de &nii pretratado con imipenem, en presencia de
PMNs y en presencia de PMNs y suero, mostraron diferencias estadísticamente
significativas a tiempo t= 1 y t=2 horas. Es decir, el efecto potenciador del suero sobre
la actividad fagocítica se mantuvo hasta el tiempo t=2 horas.
La actividad de los leucocitos frente a bacterias expuestas a imipenem se vio
incrementada cuando el medio contenía un 20% de suero. Las diferencias entre
bacterias control y tratadas en presencia de PMNs y suero, fueron estadísticamente
significativas durante las dos primeras horas de incubación <figura 1.b.).
La tabla 23 refleja la cinética de crecimiento, en presencia de PMNs y suero,
de bacterias control y pretratadas con imipenem.
Control+PMN+SIIN Tratado+PMN+SHN
1 0.39+0.09 -0.05+0.06
2 0.62+0.06 0.26+0.04
3 0.82+0.14 0.76+0.10
Tabla 23. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E. coli pretratado con
imipenem, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocitica en presencia de suero de bacterias
controles fue del 67.75%, la muerte fagocítica de bacterias pretratadas con imipenem
fue del 78.95%. (Tabla 24, figura l.c.).
La tabla 24 muestra el porcentaje de bacterias muertas debido a la actividad de
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los leucocitos PMNs.
Tiempo dfl Control Tratado
-SHN +SHN +SHN
1 39.75% 66.12% 49.88% 84.87%
2 33.93% 65.33% 38.34% 85.88%
3 4.50% 71.81% 57.34% 66.11%
Tabla 24. Porcentaje de muerte fagocitica de E. colí pretratado con imipenem, en
ausencia (-SHN) y en presencia (+SHN) de suero. Los valores, expresados en
porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
2.3.1.3. Actividad de los leucocitos PMNs frente a E. coli pretratado con
meropenem.
2.3.1.3.a. Ausencia de suero.
Las cinéticas de crecimiento de E. coli pretratado con meropenem, en presencia
y ausencia de PMNs, presentan diferencias estadisticamente significativas (2<0.05),
durante el tiempo del ensayo (figura 2.a). Con respecto a bacterias control y pretratadas
en presencia de PMNs, el número de bacterias viables fue menor cuando previamente
habían sido tratadas con el antibiótico. La tabla 25 refleja el crecimiento bacteriano, en
presencia de PMNs, de E. coli control y E. coli pretratado con meropenem.
Tiempo <h~ Control+PMN Tratado+PMN
1 0.64+0.13 0.47+0.14
2 0.97+0.08 0.86±0.07
3 1.32+0.07 1.03±0.08
Tabla 25. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E. coli pretratado con
meropenem. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t
horas de incubación.
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El porcentaje medio de muerte fagocítica de las bacterias controles fue del
26.05%, mientras que en el caso de bacterias pretratadas con meropenem, la muerte
fagocitica fue del 45.57%. (Tabla 27, figura 2.c.).
2.3.1.3.b. Presencia de suero.
Fueron halladas diferencias estadisticaniente significativas durante las tres horas
del ensayo entre las cinéticas de crecimiento de E. coli pretratado con meropenem, en
presencia de PMNs y en presencia de PMNs y suero.
La presencia de suero en el medio provocó un incremento de la actividad
bactericida de los leucocitos.
En presencia de PMNs y suero, las diferencias entre bacterias control y tratadas
fueron significativas (p<0.05) a tiempo t=l y t=2 horas (figura 2.b).
La tabla 26 presenta la cinética de crecimiento de E. coli control y pretratado
con meropenem, incubado con PMNs y suero.
1M1D2.Áh} Control+PMN+SHN Tratado+PMN+SHN
1 0.39+0.09 0.01+0.09
2 0.62±0.06 0.34+0.08
3 0.82±0.14 0.73±0.10
Tabla 26. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E coli pre~tado con
meropenem, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocitica en presencia de suero, de bacterias
controles fue del 67.75%, la muerte fagocítica de bacterias pretratadas con meropenem
fue del 75.74%. (Tabla 27, figura 2.c).
La tabla 27 muestra el porcentaje de bacterias muertas debido a la actividad de
los leucocitos PMNs.
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Tiemno <h~ Control Tratado
-SHN -SHN
1 39.75% 66. 12% 52.23% 79.60%
2 33.93% 65.33% 38.34% 77.01%
3 4.50% 71.81% 52.14% 70.60%
Tabla 27. Porcentaje de muerte fagocitica de E. coli pretratado con meropenem, en
ausencia (-SHN) y en presencia (+SHN) de suero. Los valores, expresados en
porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
2.3.1.4. Actividad de los leucocitos PMNs frente a E. coil pretratado con
cefepime.
2.3.1.4.a. Ausencia de suero.
Las curvas de crecimiento de E. coli pretratado con cefepime, en presencia y
ausencia de PMNs, presentan diferencias estadisticamente significativas (13<0.05) a
tiempo t=1 y t=2 horas (figura 3.a).
Entre las cinéticas de crecimiento de bacterias expuestas a antibiótico y de
bacterias control, ambas en presencia de PMNs, solo se presentaron diferencias
estadísticamente significativas durante la primera hora del ensayo.
La tabla 28 muestra el crecimiento de ~~Qjjcontrol y tratado con cefepime,
en presencia de PMNs.
Tiempo <lx?> Control+PMN Tratado+PMN
1 0.64±0.13 0.50±0.07
2 0.97+0.08 0.90 jO. 12
3 1.32+0.07 1.25±0.13
Tabla 28. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E. coli pretratado con
cefepime. Cambio en el Log10 (titE.) del total de bacterias viables después de t horas
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de incubación.
La muerte fagocítica de bacterias pretratadas con cefepime fue mayor que la de
bacterias control, 35.16 y 26.05% respectivamente, aunque el incremento no fue tan
notable como en el caso de imipenem y meropenem. (Tabla 30, figura 3.c).
2.3.1.4.b. Presencia de suero.
La presencia de suero en el medio de incubación aumentó la actividad
leucocitaria. Se hallaron diferencias significativas entre las cinéticas de crecimiento de
E. coli pretratado, en presencia de PMNs y en presencia de PM?Ns y suero, durante
todo el ensayo. La capacidad bactericida de los leucocitos PMNs fue mayor frente a
bacterias que hablan sido expuestas a cefepime, incubadas con suero en el medio, que
frente a bacterias controles también incubadas con suero. Las diferencias fueron
significativas durante las tres horas (figura 3.b). La tabla 29 muestra la cinética de
crecimiento de LsoiÁ control y pretratado con cefepime, en presencia de PMNs y
suero.
Tiempo <Ii> Control +PMN + SHN Tratado+PMN + SI-1N
1 0.39 ±0.09 0.14+0.07
2 0.62±0.06 0.39+0.11
3 0.82±0.14 0.63±0.10
Tabla 29. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E. coil pretratado con
cefepime, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocítica de las bacterias tratadas fue del
78.06% frente al 67.75% de las bacterias control. (Tabla 30, figura 3.c).
La tabla 30 muestra el porcentaje de muerte fagocitica de bacterias control y
tratadas con cefepime, en presencia y ausencia de suero.
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Tiemno <lx~ Control Tratado
-SHN +SHN -SHN +SHN
1 39.75% 66.12% 46.36% 73.70%
2 33.93% 65.33% 46.30% 81.38%
3 4.50% 71.81% 12.90% 79.11%
Tabla 30. Porcentaje de muerte fagocitica de E. coli pretratado con cefepime, en
ausencia (-SHN) y en presencia (+SHN) de suero. Los valores, expresados en
porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
2.3.1.5. Actividad de los leucocitos PMNs frente a E. coil pretratado con
cefpodoxima.
2.3.1.5.a. Ausencia de suero.
En ausencia de suero las cinéticas de crecimiento de bacterias pretratadas con
cefpodoxima, incubadas con o sin PMNs, muestran diferencias estadísticamente
significativas durante las tres horas que dura el ensayo (figura 4.a).
En cuanto a las cinéticas de crecimiento de bacterias controles y pretratadas, en
presencia de PMNs, no fueron halladas diferencias estadísticamente significativas
(p< 0.05), excepto en el tiempo t=3 horas.
La tabla 31 muestra el crecimiento deEs~ii control y tratado con cefpodoxima,
en presencia de PMNs.
Tiemno <It> Control+PMN Trptado+PMN
1 0.64+0.13 0.62+0.15
2 0.97+0.08 0.87+0.10
3 1.32+0.07 1.18±0.09
Tabla 31. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de E. coli pretratado con
cefpodoxima. Cambio en el Log~ (±D.E.)del total de bacterias viables después de t
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horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocitica de las bacterias pretratadas con
cefpodoxima fue ligeramente superior (33.33%) al de las bacterias control (26.05 %),
pero el aumento en la actividad leucocitaria debido al pretratamiento antimicrobiano,
fue el menor de los cuatro antibióticos estudiados (Tabla 33, figura 4.cj.
2.3.1.5.b. Presencia de suero.
Las cinéticas de crecimiento de las bacterias tratadas con cefpodoxima, en
presencia de suero y en presencia de suero y PMNs, muestran diferencias significativas
(p< 0.05) durante todo el tiempo que duró el experimento. las diferencias fueron
mayores que entre bacterias tratadas incubadas con o sin PMNs (figura 4.1,).
Entre las bacterias control y pretratadas con cefpodoxima, incubadas con suero
y PMNs, no fueron halladas diferencias estadísticamente significativas, durante todo el
ensayo.
La tabla 32 muestra las cinéticas de crecimiento de E. coli incubado con PMNs
y suero, tratado y control.
Control+PMN+SHN Tratado+PMN+SI-IN
1 0.39+0.09 0.35+0.07
2 0.62±0.06 0.57+0.09
3 0.82+0.14 0.75+0.13
Tabla 32. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de ~ pretratado con
cefpodoxima, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.) del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocítica de las bacterias tratadas fue del
68.76% similar al de las bacterias no tratadas: 67 .75%. (Tabla 33, figura 3.c.).
La tabla 33 muestra los porcentajes de muerte fagocítica de E. coli tratada y sin
tratar con cefpodoxima.
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Tiempo <It> Control Tratado
-SHN +SHN +51-JN
39.75% 66.12% 46.29% 62.84%
2 33.93% 65.33% 36.90% 66.88%
3 4.50% 71.81% 16.82% 76.58%
Tabla 33. Porcentaje de muerte fagocitica de ~soli pretratado con cefpodoxima, en
ausencia (-SHN) y en presencia (+SHN) de suero. Los valores, expresados en
porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
2.3.2. Actividad de los leucocitos PMNs frente a S. aureus
.
2.3.2.1. Actividad de los leucocitos PMNs frente a S. aureus no pretratado
con antbnicrobiano.
2.3.2.1.a. Ausencia de suero.
Para entender los resultados obtenidos en la fagocitosis, en ausencia de suero,
de S. aureus es esencial tener en cuenta que tanto para las bacterias control como para
las bacterias pretratadas con antimicrobiano, la presencia de leucocitos y ausencia de
suero determinó un aumento en el número de UFC respecto a los correspondientes
controles sin PMN. Este hecho, que se analizará en el capítulo Discusión, no permite
presentar los valores de muerte fagocítica en términos de porcentaje y estudiarlos de la
misma manera que se hará con los datos de fagocitosis en presencia de suero que sí
siguen la misma pauta que en el caso de E. coli. Por ello, los resultados referentes al
número de UFC obtenidos en las mezclas C+PMN y AM+PMN se dan en términos
de incremento de Log10 UFC/ml a lo largo del tiempo.
Las cinéticas de crecimiento de S. aureus en presencia y ausencia de leucocitos
PMNs no presentan diferencias estadfsticamente significativas (y <0.05). La tabla 34
refleja las cinéticas de crecimiento de S. aureus en presencia y ausencia de PMNs.
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Tiempo <It> Control Control +PMN
1 0.41 +0.08 0.52+0. 15
2 0.65±0.13 0.75±0.12
3 0.92+0. 17 0.98+0.09
Tabla 34. Fagocitosis y muerte intracelular de S. aureus. Cambio en el Log10 (±D.E.)
del total de bacterias viables después de t horas de incubación.
2.3.2.1.b. Presencia de suero.
Entre las cinéticas de crecimiento de bacterias incubadas con suero y bacterias
incubadas con PMNs y suero, fueron halladas diferencias estadisticamente significativas,
durante todo el ensayo. El número de bacterias viables en presencia de leucocitos y
suero, fue menor que en ausencia de PMNs,
La tabla 35 muestra el crecimiento de S. aureus en presencia de suero y en
presencia de PMNs y suero.
Tiempo (lx’) Control+SHN Control+PMN+SI-IN
0.44±0.07 0.23+0.05
2 0.67+0.06 0.55+0.06
3 0.88+0.12 0.74+0.14
Tabla 35. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, en presencia de suero, de
S.aureus. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
2.3.2.2. Actividad de los leucocitos PMNs frente a S. aureus pretratado con
imipenem.
2.3.2.2.a. Ausencia de suero.
Como anteriormente fue mencionado, la presencia de leucocitos en ausencia de
suero determinó un aumento en el número de UFC de las bacterias tratadas con
imipenem respecto a las bacterias tratadas incubadas sin PMNs (figura 5 .a.).
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Entre las cinéticas de crecimiento de S. aureus control y tratado con imipenem,
en presencia de PMNs, fueron halladas diferencias estadísticamente significativas a
tiempos t=1, t=2 y t=3 horas.
La tabla 36 muestra las cinéticas de crecimiento, en presencia de PMNs, de ~,
aureus control y S. aureus pretratado con imipenem.
Tiempo <It> Control+PMN Tratado+PMN
1 0.52+0.15 -0.03+0.19
2 0.75+0.12 -0.13+0.07
3 0.98+0.09 0.22±0.16
Tabla 36. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de S. aureus pretratado con
iniipenem. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación.
Las diferencias en las cinéticas de crecimiento de bacterias control y bacterias
tratadas, en presencia de leucocitos, respecto a sus correspondientes controles en
ausencia de PMNs, fueron mayores en el caso de las bacterias tratadas (Tabla 37).
Tiempo <it> Control Tratado
-0.11 -0.46
2 -0.10 -0.19
3 -0.06 -0.11
Tabla 37. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control y tratadas con imipenem,
en ausencia y presencia de PMNs.
2.3.2.2.b. Presencia de suero.
Las curvas de crecimiento de S. aureus pretratado con imipenem, en presencia
de PMNs y en presencia de PMNs y suero, presentaron grandes diferencias (p <0.05)
durante las tres horas del ensayo.
En presencia de suero, el número de bacterias viables, incubadas con PMNs, fue
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mayor en el caso de bacterias controles que bacterias tratadas. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas a tiempo t=1, t=2, t=3 horas, (figura 5.b.).
La tabla 38 muestra la cinética de crecimiento de S. aureus en presencia de
PMNs y suero, de bacterias control y bacterias tratadas con inñpenem.
Tiempo (lx) Control+PMN+SHN Tratado +PMN+SHN
1 0.23+0.05 -0.43+0.12
2 0.55+0.06 -0.29+0.11
3 0.74+0.14 -0.02+0.07
Tabla 38. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de S. aureus pretratado con
imipenem, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocitica, en presencia de suero, de bacterias
controles fue del 30.03%, la muerte fagocítica de bacterias pretratadas con imipenem
fue del 67.88% (tabla 39, figura 5.c.).
La tabla 39 muestra el porcentaje de bacterias muertas debido a la actividad de
los leucocitos PMNs en presencia de suero.
fl~mu~Á.b= Control + SHN Tratado+SHN
1 38.30% 65.31%
2 24.26% 74.92%
3 27.63% 45.11%
Tabla 39. Porcentaje de muerte fagocftica de S. aureus pretratado con imipenem, en
presencia de suero. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en
el número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMNs.
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2.3.2.3. Actividad de los leucocitos PMNs frente a 5. aureus pretratado con
meropenem.
2.3.2.3.a. Ausencia de suero.
El número de bacterias viables tratadas con meropenem, fue mayor cuando
fueron incubadas con PMNs, que en ausencia de estos. (Figura 6.aj.
Se hallaron diferencias significativas entre las bacterias control y tratadas, en
presencia de PMNs. La tabla 40 muestra el crecimiento de S.aureus control y tratado,
en presencia de PMNs.
Tiemoo <lx’) Control+PMN Tratado +PMN
1 0.52 +0. 15 -0.08+0.07
2 0.75+0.12 0.10±0.10
3 0.98+0.09 0.41±0.11
Tabla 40. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de 5. aureus pretratado con
meropenem. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t
horas de incubación.
La tabla 41 muestra las diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control y
tratadas con meropenem, en presencia de leucocitos y ausencia de suero, a lo largo del
tiempo.
Tiempo <It> Control Tratado
1 -0.11 -0.50
2 -0.10 -0.39
3 -0.06 -0.23
Tabla 41. Diferencias en Log~ UFC/ml de bacterias control y tratadas con meropenem,
en ausencia y presencia de PMNs.
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2.3.2.3.b. Presencia de suero.
Como en el caso de imipenem las cinéticas de crecimiento de 5. aureus
pretratado con meropenem en presencia de PMNs, y en presencia de PMNs y suero,
presentaron grandes diferencias durante las tres horas del ensayo. El número de
bacterias viables fue mayor en el caso de bacterias controles que en el caso de bacterias
tratadas (figura 6.b.).
La tabla 42 refleja la cinética de crecimiento de 5. aureus en presencia de PMNs
y suero, de bacterias control y tratadas con meropenem.
Control+PMN+SHN Tratado+PMN+SHN
1 0.23 +0.05 -0.33+0.07
2 0.55±0.06 -0.27±0.09
3 0.74+0.14 0.06+0.10
Tabla 42. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de S. aureus pretratado con
meropenem, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.) del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocítica en presencia de suero, de bacterias
tratadas fue del 64.20% frente al 30.03% de bacterias controles. (Tabla 43, figura
6.c.). En la tabla 43 se presentan los porcentajes de muerte fagocítica de bacterias
control y tratadas, incubadas con suero.
Tiempo <It> Control+ SHN Tratado+SHN
1 38.30% 67.64%
2 24.26% 67.63%
3 27.63% 57.34%
Tabla 43. Porcentaje de muerte fagocítica de tai~~uz pretratado con meropenem, en
presencia de suero. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en
el número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
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incubadas en ausencia de PMNs.
2.3.2.4. Actividad de los leucocitos PMNs frente a S. aureus pretratado con
cefepime.
2.3.2.4.a. Ausencia de suero.
Como en el caso de los carbapenemes, el número de bacterias viables tratadas
con cefepime, fue mayor cuando fueron incubadas con PMNs, que en ausencia de estos
(figura 7.a.). Las diferencias entre las cinéticas de crecimiento de bacterias controles
y tratadas, en presencia de PMNs, presentaron diferencias estadisticamente
significativas, solo a tiempo t=1 hora. La tabla 44 muestra el crecimiento de bacterias
control y tratadas, en presencia de PMNs.
Control+ PMN Tratado+ PMN
1 0.52±0.15 0.32+0.14
2 0.75±0.12 0.65+0.17
3 0.98±0.09 0.88+0.15
Tabla 44. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de 5. aureus pretratado con
cefepime. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas
de incubación. La tabla 45 muestra las diferencias (Log10 UFC/ml) de bacterias control
y tratadas con cefepime, en presencia de leucocitos y ausencia de suero.
Tiempo (lx’) Control Tratado
1 -0.11 -0.56
2 -0.10 -0.41
3 -0.06 -0.51
Tabla 45. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control y tratadas con cefepime,
en ausencia y presencia de PMNs.
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2.3.2.4.b. Presencia de suero.
El suero incrementó la actividad fagocítica de los leucocitos, se hallaron
diferencias significativas a tiempo t= 1 y t=2 horas entre las cinéticas de crecimiento
de bacterias tratadas, en presencia de PMN y en presencia de PMN y suero. Entre las
curvas de crecimiento de bacterias control y tratadas, incubadas con suero y PMNS no
se hallaron diferencias significativas durante todo el ensayo. (Figura 7.b.). La tabla 46
muestra el crecimiento de 5. aureus, en presencia de PMNs y suero, de bacterias
control y tratadas con cefepime.
Tiemno <it) Control +PMN +SHN Tratado + PMN +SHN
1 0.23+0.05 -0.15±0.08
2 0.55+0.06 0.44±0.19
3 0.74+0.14 0.75+0.14
Tabla 46. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de 5. aureus pretratado con
cefepime, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocitica en presencia de suero, de bacterias
tratadas fue muy similar al de bacterias control, 37.43% frente al 30.03%
respectivamente, es decir no fue observado un incremento en la actividad bactericida
de los PMNs debido al pretratamiento antimicrobiano (tabla 47, figura 7.c.). Tabla 47.
Tiempo (lx) Control+SHN Tratado+SHN
1 38.30% 48.72%
2 24.26% 41.22%
3 27.63% 22.41%
Tabla 47. Porcentaje de muerte fagocitica de 5. aureus pretratado con cefepime, en
presencia de suero. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en
el número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
64
Resultados
incubadas en ausencia de PMNs.
2.3.2.5. Actividad de los leucocitos ?PMNs frente a S. aureus pretratado con
cefpodoxima.
2.3.2.5.a. Ausencia de suero.
El número de bacterias tratadas incubadas con PMNs, fue igual que en los casos
anteriores, mayor que el número de bacterias tratadas, incubadas en ausencia de
leucocitos (figura 8.aj.
Entre las bacterias control y tratadas incubadas con PMNs, fueron halladas
diferencias estadisticamente significativas solo durante la primera hora del ensayo. La
tabla 48 muestra el crecimiento de bacterias control y tratadas, en presencia de PMNs.
Tiempo <Ii’) Control+PMN Tratado+PMN
1 0.52+0.15 0.34±0.17
2 0.75±0.12 0.62+0.07
3 0.98+0.09 0.89+0. 16
Tabla 48. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de S. aureus pretratado con
cefpodoxima. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias viables después de t
horas de incubación.
La tabla 49 muestra las diferencias, en Log10 UFC/ml, de bacterias control y
bacterias tratadas> con cefpodoxima, en presencia de leucocitos y ausencia de suero.
Tiempo (lx’) Control Tratado
1 -0.11 -0.57
2 -0.10 -0.59
3 -0.06 -0.61
Tabla 49. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control y tratadas con
cefpodoxima, en ausencia y presencia de PMNs.
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2.3.2.5.b. Presencia de suero.
El suero provocó un descenso en el número de bacterias viables pretratadas con
cefpodoxima e incubadas con PMNs. Las diferencias entre las cinéticas de crecimiento
de bacterias tratadas con celjodoxima en presencia de suero, y en presencia de PMNs
y suero, presentan diferencias estadlsticainente significativas (p <0.05) durante las tres
horas del ensayo.
Entre las curvas de crecimiento de bacterias control y tratadas, incubadas con
PMNs y suero, fueron halladas diferencias estadísticamente significativas con
cefpodoxima, en presencia de PMNs y suero.
Tiempo <It> Control+PMN+SHN Trptado+PMN4-SHN
1 0.23±0.05 -0.04+0.06
2 0.55±0.06 0.07+0.12
3 0.74+0.14 0.68+0.22
Tabla 50. Fagocitosis y muerte intracelular por PMNs, de 5. aureus pretratado con
cefpodoxima, en presencia de suero. Cambio en el Log10 (±D.E.)del total de bacterias
viables después de t horas de incubación.
El porcentaje medio de muerte fagocitica en presencia de suero, de las bacterias
tratadas con cefpodoxima fue mayar que el de las bacterias controles, 60.82% frente
a 30.03% respectivamente (tabla 51, figura 8.c.).
En la tabla 51 se muestran los porcentajes de muerte fagocitica de bacterias
control y tratadas, incubadas con suero.
Tiempo (it) Control+SHN Trptadod-SHN
1 38.30% 67.26%
2 24.26% 73.12%
3 27.63% 45.10%
Tabla 51. Porcentaje de muerte fagocftica de S. aureus pretratado con celbodoxima, en
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presencia de suero. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en
el número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMiNs.
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3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS LEUCOCITOS
PMNs EN PRESENCIA CONTINUA DE ANTIMICROBIANOS.
3.1. Actividad bactericida de leucocitos PMNs frente a E. coil en
presencia continua de anthnicrobiano.
3.1.1. Actividad bactericida de leucocitos PMNs frente a Ls¡>M en presencia
continua de iinipenenx.
3.1.1.1. Efecto de 1/2 CMI de imipenem.
La presencia de 1/2 CMI de imipenem en un cultivo de E coli redujo
significativamente el número de bacterias viables, durante las tres horas de exposición.
En presencia de PMNs, se incrementó el descenso en el número de viables y fueron
halladas diferencias estadfsticainente significativas entre las cinéticas de letalidad de
bacterias incubadas con antibiótico, en ausencia de PMNs y en presencia de PMNs
(figura 9.aj. La tabla 54 muestra la cinética de letalidad de E. coli en presencia de 1/2
CMI de imipenem y en presencia/ausencia de PMNs.
lIJÉ C+5HN C+PMN+SHN I/20M1+5HN 1/20M14-PMN+SHN
1 0.77+0.06 0.39+0.09 0.05+0.06 -0.46+0.03
2 1.08+0.13 0.62+0.06 -0.06+0.04 -0.73+0.07
3 1.37+0.08 0.82+0.14 -0.12+0.07 -0.84+0.12
Tabla 54. Efecto de 1/2xCMI de imipenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La muerte fagocítica de fr....~ii fue sinérgicamente incrementada cuando
imipenem (1/2 CMI) estuvo continuamente presente en el cultivo bacteriano, es decir,
el cultivo del microorganismo en presencia del antimícrobiano y PMNs mostró un
descenso mayor en el numero de bacterias viables, que la suma del efecto bactericida
de imipenem y de la actividad de los leucocitos por separado (figura 9.b., tabla 57).
3.1.1.2. Efecto de 4 CMI de hnipenem.
La presencia de 4 CMI de imipenem provocó un rápido y notable descenso en
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el número de viables de ~squi. En presencia de PMNs, el descenso fue mayor y las
diferencias fueron estadisticaniente significativas durante todo el ensayo (figura 9.a.).
La tabla 55 muestra la cinética de letalidad de &~ii incubado con 4 CMI de
imipenem, tanto en presencia como en ausencia de PMNs.
c+sHN C+PMN+SHN 4CMI+SHN 4CMI+PMN+SHN
1 0.77±0.06 0.39±0.09 0.08±0.07 -0.71±0.09
2 1.08+0.13 0.62+0.06 -1.60+0.12 -2.49+0.12
3 1.37+0.08 0.82+0.14 -2.11±0.10 -2.88±0.13
Tabla 55. Efecto de 4xCMI de imipenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio en
el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La exposición continua a imipenem (4 CMI) provocó un incremento sinérgico
de la muerte fagocitica de E. coli mayor que en el caso de la exposición a 1/2 CMI
(figura 9.b., tabla 57).
La tabla 56 expresa el porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMNs, en
presencia de 1/2 CMI y 4 CMI de imipenem.
Tiempo Ch) Control+SHN 1/2CMI+SHN 4CMI+SHN
1 66.12% 69.01% 83.78%
2 65.33% 78.56% 87.11%
3 71.81% 80.71% 83.02%
Tabla 56. Porcentaje de muerte fagocítica de E. coli en presencia de 1I2xCMI y 4xCMI
de imipenen’i. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el
número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMNs.
La tabla 57 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
UFC/ml, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
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C+PMN II2CMI 4CM1 1/20M1+PMN 4CM1+PMN
1 0.38±0.09 0.72±0.10 0.69+0.09 1.23±0.07 1.48+0.07
2 0.46+0.07 1.14+0.10 2.68±0.12 1.81+0.12 3.57+0.08
3 0.55±0.08 1.49±0.07 3.48+0.1 2.21±0,13 4.25+0.07
Tabla 57. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (±D.E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
3.1.2. Actividad bactericida de PMNs frente a E1ntl en presencia continua
de meropenem.
3.1.2.1. Efecto de 1/2 CMI de meropenem.
La presencia de 1/2 CMI de meropenem impidió el aumento en el número de
viables, si bien no provocó un descenso como en el caso de imipenem. En presencia
de PMNs se produjo un descenso en el número de viables y las cinéticas de letalidad
de E. coli incubada con 1/2 CMI de meropenem y 1/2 CMI en presencia de PMNs
presentaron diferencias estadísticamente significativas durante las tres horas del ensayo
(figura l0.a.). La tabla 58 muestra la cinética de letalidad de E. coli en presencia de
1/2 CMI de meropenem y en presencia/ausencia de PMNs.
C+5HN C+PMN+5HN 1/2CMI+5HN 1/20M1+PMN+5HN
1 0.77+0.06 0.39+0.09 0.16+0.09 -0.34+0.08
2 1.08+0.13 0.62+0.06 0.19±0.10 -0.54+0.08
3 1.37+0.08 0.82+0.14 0.20+0.12 -0.56+0.13
Tabla 58. Efecto de 1/2xCMJ de meropenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La muerte fagocítica de E. coli fue sinérgicamente incrementada, igual que en
el caso de imipenem, cuando meropenem (1/2 CMI) estuvo presente en el cultivo
bacteriano (figura 10.b., tabla 61).
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3.1.2.2. Efecto de 4 CMI de mneropenem.
Meropenem (4 CMI) provocó un descenso rápido en el número de bacterias
viables, si bien el descenso fue de menor cuantía que en el caso de imipenem. En
presencia de PMNs el descenso fue mayor y las diferencias entre las cinéticas de
letalidad de E. coli incubado con 4 CMI de meropenem, en presencia y ausencia de
PMNs, mostraron durante todo el ensayo diferencias estadisticamente significativas
(figura l0.a.). La tabla 59 refleja la cinética de letalidad de E. coli incubado con 4 CMI
de meropenem, tanto en presencia como en ausencia de PMNs.
c+SHN C+PMN+5HN 40M11-5HN ICMI+PMN+sHN
1 0.77±0.06 0.39+0.09 0.03±0.12 -0.76+0.10
2 1.08±0.13 0.62±0.06 -0.98+0.13 -1.93+0.11
3 1.37±0.08 0.82±0.14 -1.63+0.06 -2.89+0.10
Tabla 59. Efecto de 4xCMI de meropenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
El efecto sinérgico de meropenem (4 CMI) con los leucocitos fue también, como
en el caso de imipenem, mayor que el hallado con 1/2 CMI (figura lOt., tabla 61).
La tabla 60 expresa el porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMNs, en
presencia de 1/2 CMI y 4 CMI de meropenem.
Tiempo (lx) Control+SHN 1/2CMI+SHN 4CMI+SHN
1 66.12% 68.38% 83.78%
2 65.33% 81.37% 88.73%
3 71.81% 82.62% 94.50%
Tabla 60. Porcentaje de muerte fagocitica de E. coli en presencia de 1/2xCMI y 4xCMI
de meropenem. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el
número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
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incubadas en ausencia de PMNs.
La tabla 61 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
IJFC/ml, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
lIJÉ c+PMN 1/2CM! 4CM! t/20M!+PMN 40M1+PMN
1 0.38±0.09 0.61+0.12 0.74+0.06 1.11±0.10 1.53±0.10
2 0.46±0.07 0.89±0.10 2.06+0.01 1.62±0.15 3.01±0.11
3 0.55+0.08 1.17+0.09 3.00+0.10 1.93+0.12 4.26+0.15
Tabla 61. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (±D.E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
3.1.3. Actividad bactericida de PMNs frente a E. coli en presencia
continua de cefepinie.
3.1.3.1. Efecto de 1/2 CMI de cefepime.
Una concentración de 1/2 CMI de cefepime consiguió un descenso en el número
de bacterias viables durante todo el ensayo, aunque de menor magnitud que la misma
concentración de imipenem. Las diferencias en las cinéticas de letalidad de E. coli en
presencia de 1/2 CMI, incubado con y sin PMNs fueron significativas en las tres horas
del experimento (figura 11. a.). La tabla 62 muestra la cinética de letalidad de E. coli
en presencia de 1/2 CMI de cefepime y en presencia/ausencia de PMNs.
C+5HN C+PMN+5HN I/2CMI+5HN 1/20M1+PMN+5HN
0.77+0.06 0.39±0.09 0.04+0.08 -0.30+0.07
2 1.08+0.13 0.62+0.06 -0.19±0.12 -0.51+0.12
3 1.37±0.08 0.82+0.14 -0.30±0.13 -0.62+0.11
Tabla 62. Efecto de 1/2xCMI de cefepime en presencia/ausencia de PMNs. Cambio en
el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
El antibiótico en combinación con los leucocitos, ejercen un efecto aditivo en
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la muerte fagocítica de E. coli (figura 11.b., tabla 65).
3.1.3.2. Efecto de 4 CMI de cefepime.
La presencia de 4 CMI de cefepime en el medio de incubación de E. coli
provocó un descenso mayor en el número de bacterias viables que en presencia de 1/2
CMI. Es decir, como en los casos anteriores de imipenem y meropenem, la actividad
bactericida fue dependiente de la concentración de antibiótico.
En presencia de PMNs, el descenso de viables fue mayor que en ausencia de
estos (figura 1l.a.).
La tabla 63 refleja la cinética de letalidad de E. coli incubado con 4 CMI de
cefepime, tanto en ausencia como en presencia de PMNs.
C+SHN C+PMN+5HN 40M1+5HN 4CM!+PMN+5HN
1 0.77±0.06 0.39+0.09 -0.23±0.11 -0.62±0.12
2 1.08±0.13 0.62±0.06 -0.82±0.12 -1.24±0.15
3 1.37±0.08 0.82±0.14 -1.38+0.12 -2.39+0.10
Tabla 63. Efecto de 4xCMI de cefepime en presencia/ausencia de PMNs. Cambio en
el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
El antibiótico, en combinación con los leucocitos ejerció un efecto aditivo sobre
la muerte fagocítica de E. coli. La suma de la actividad de los PMNs y la actividad del
antibiótico de forma independiente fue de igual magnitud que el efecto conjunto de
PMNs y antimicrobiano (figura lI.b., tabla 65).
La tabla 64 muestra el porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMNs, en
presencia de 1/2 CMI y 4 CMI de cefepime.
La tabla 65 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
UFCImI, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
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Tiempo <h) Control+SHN l/2CMI+SHN 4CMI+SHN
66.12% 38.35% 59.27%
2 65.33% 42.44% 61.98%
3 71.81% 52.14% 90.23%
Tabla 64. Porcentaje de muerte fagocitica de E. coli en presencia de 1/2xCMI y 4xCMI
de cefepime. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el
número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMNs.
C+PMN 1/2CM! 4CM! I/2CMI+PMN 4CMI+PMN
1 0.38±0.09 0.73+0.10 1.00±0.12 0.94+0.12 1.39+0.10
2 0.46±0.07 0.89+0.10 1.90±0.10 1.51+0.13 2.32+0.15
3 0.55+0.08 1.67+0.09 2.75+0.13 1.99±0.17 3.76±0.12
Tabla 65. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (±D.E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
3.1.4. Actividad bactericida de PMNs frente a E. coli en presencia
continua de cefpodoxhna.
3.1.4.1. Efecto de 1/2 CMI de cefpodoxhna.
La exposición de E. coli a 1/2 CMI de cefpodoxima provocó un descenso en el
número de bacterias viables a partir de la segunda hora del ensayo. En presencia de
PMNs el descenso fue mayor y ocurrió durante las tres horas del ensayo (figura 12.a.).
La tabla 66 muestra la cinética de letalidad de E. coli en presencia de 1/2 CMI
de cefpodoxima y en presencia/ausencia de PMNs.
Se hallé un efecto aditivo en la combinación de leucocitos y antimicrobianos,
es decir, la muerte fagocítica de E. coli en presencia de antibiótico, fue de la misma
magnitud que la suma del efecto bactericida del antibiótico y de la actividad de los
leucocitos por separado (figura 2.b., tabla 69).
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C+SHN C4-PMN+5HN t/2CMI+SHN I/2cMl+PMN+SHN
1 0.77±0.06 0.39±0.09 0.26±0.10 -0.13±0.13
2 1.08+0.13 0.62+0.06 0.21±0.11 -0.46+0.14
3 1.37+0.08 0.82±0.14 -0.19±0.13 -0.53 ±0.07
Tabla 66. Efecto de l/2xCMIde cefpodoximaen presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
3.1.4.2. Efecto de 4 CMI de cefpodox¡ma.
La incubación de E. coli con 4 CMI de cefpodoxima redujo el número de
bacterias viables a partir de la segunda hora de incubación, la presencia de PMNs
contribuye a un descenso mayor, las cinéticas de letalidad de &soil con 4 CMI de
cefj,odoxima, en presencia y ausencia de PMNs, fueron estadísticamente significativas
durante las tres horas del experimento (figura 12.a.).
La tabla 67 muestra la cinética de letalidad de E. coli incubado con 4 CMI de
cefpodoxima, tanto en ausencia como en presencia de PMNs.
c+5HN C+PMN+SHN 4CM14-5HN 40M1+PMN+5HN
1 0.77±0.06 0.39+0.09 0.12±0.12 -0.27+0.10
2 1.08±0.13 0.62+0.06 -0.89+0.10 -1.42+0.12
3 1.37+0.08 0.82+0.14 -1.35+0.15 -2.01+0.13
Tabla 67. Efecto de 4xCMI de cefpodoxima en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
Se halló un efecto aditivo en la muerte fagocitica de B...&gll en presencia
continua de 4 CMI de cefpodoxima. la suma de la actividad leucocitaria y la actividad
bactericida del antibiótico, independientemente fue del mismo valor que el efecto
conjunto de ambos factores (figura 12.b., tabla 69).
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La tabla 68 muestra el porcentaje de muerte fagocitica por leucocitos PMNs, en
presencia de 1/2 CMI y 4 CMI de cef~odoxima.
Tiempo Ch’> Contro¡+SHN l/2CMI+SHN 4CMI+SHN
1 66.12% 59.26% 59.25%
2 65.33% 67.63% 70.49%
3 71.81% 54.28% 78.12%
Tabla 68. Porcentaje de muerte fagocítica de B~.g.qii en presencia de l/2xCMI y 4xCMI
de cefpodoxima. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el
número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMNs.
La tabla 69 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
UFC/ml, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
__ C+PMN JJQQfrI] 4CM! l/2CMI+PMN 4CMI+PMN
1 0.38±0.09 0.51±0.10 0.65±0.11 0.90±0.07 1.04±0.15
2 0.46±0.07 0.87±0.13 1.97±0.12 1.54±0.09 2.50±0.10
3 0.55±0.08 1.56±0.10 2.72±0.11 1.90±0.10 3.38±0.13
Tabla 69. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (±D.E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
3.2. Actividad bactericida de leucocitos PMNs frente a 5. aureus en
presencia continua de antimicrobiano.
3.2.1. Actividad bactericida de PMNs frente a 5. aureus en presencia
continua de imipenem.
3.2.1.1. Efecto de 1/2 CMI de iniipenem.
La presencia de 1/2 CMI de imipenem en el cultivo de 5. aureus estabilizó el
crecimiento bacteriano durante las tres horas del ensayo. En presencia de PMNs se
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produjo un descenso poco acentuado, aunque las cinéticas de letalidad en presencia y
en ausencia de PNMs, con 1/2 CMI de imipenem, presentaron diferencias significativas
(figura 13.a.).
La tabla 70 muestra la cinética de letalidad de 5. aureus en presencia de 1/2
CMI de imipenem y en presencia/ausencia de PMNs.
C+SHN C+PMN+SHN II2CM!+SHN IIZCMI+PMN+SHN
1 0.44+0.07 0.23+0.05 0.14±0.07 -0.01±0.07
2 0.67±0.06 0.55±0.06 0.13±0.14 -0.13±0.09
3 0.88+0.12 0.74+0.14 0.15±0.08 -0.18+0.10
Tabla 70. Efecto de 1/2xCMI de imipenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (+D.E.) del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La muerte fagocítica de 5. aureus presentó un incremento sinérgico debido a la
exposición continua a 1/2 CMI de imipenem (figura 13.b., tabla 74). La tabla 71
expresa el porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMN, en presencia de 1/2
CMI de imipenem.
Tiemno Ch’> Control+SHN 1/2xCMI+SHN
1 38.35% 29.23%
2 24. 15% 45.03%
3 27.55% 53.24%
Tabla 71. Porcentaje de muerte fagocitica de 5. aureus en presencia de 1/2xCMI de
imipenem. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número
de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias incubadas en
ausencia de PMNs.
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3.2.1.2. Efecto de 4 CMI de imipenem.
La presencia de 4 CMI de imipenem provocó un descenso en el número de
bacterias viables. En presencia de PMNs, el descenso fue menor que en ausencia de
estos, las cinéticas de letalidad fueron estadísticamente significativas (p<0.OS) (figura
13.a.).
La tabla 72 muestra la cinética de letalidad de taiimiiz incubado con 4 CMI
de imipenem, tanto en presencia como en ausencia de PMNs.
C+5HN C +PMN+SHN 4xcMI+5HN 4xcMI+PMN+SHN
0.44±0.07 0.23±0.05 -0.22±0.07 -0.05±0.10
2 0.67+0.06 0.55+0.06 -2.15+0.05 -1.97+0.12
3 0.88±0.12 0.74+0. 14 -2.57+0.09 -2.42±0.07
Tabla 72. Efecto de 4xCMI de imipenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio en
el Log10 UFC/ml (+D.E.) del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La combinación de imipenem (4 CMI) y la actividad de los leucocitos tuvo
como resultado un efecto menor que la suma de ambos efectos independientemente
(figura 13.b., tabla 74).
En presencia de 4 CMI de los antibióticos de este estudio, la incubación de ~
aureus con leucocitos PMNs, dio como resultado un número mayor de UFC respecto
al correspondiente control, es decir, la presencia de 4 CMI en ausencia de PMNs.
Este hecho que se analizará en el capítulo Discusión, no permite presentar los
resultados de muerte fagocítica en términos de porcentaje, por ello, los resultados
referentes al número de UFC obtenidos en presencia de 4 CMI de antibiótico se
presentan en incremento de Log10 UFC/ml a lo largo del tiempo.
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Thrnnalh} Control+SHN 4xCMI+SHN
1 -0.21 0.17
2 -0.12 0.18
3 -0.14 0.15
Tabla73. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control e incubadas con imipeneni,
en ausencia y presencia de PMNs.
La tabla 74 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
UFC/ml, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
C+PMN 1/ICMI 4CMI 1/2CMI+PMN 4CMI+PMN
1 0.21±0.07 0.30±0.13 0.66±0.09 0.45±0.11 0.49 ±0.05
2 0.12±0.06 0.54±0.10 2.82±0.05 0.80±0.10 2.64±0.17
3 0.14±0.08 0.73±0.07 3.45±0.06 1.06±0.07 3.30±0.03
Tabla 74. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (±D.E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
3.2.2. Actividad bactericida de PMNs frente a 5. aureus en presencia
continua de meropenem.
3.2.2.1. Efecto de 1/2 CMI de meropenem.
La presencia de 1/2 CMI de meropenem estabiliza el crecimiento de 5 .aureus
.
En presencia de PMNs, se produjo un pequeño descenso en el número de viables, las
diferencias entre las cinéticas de letalidad de 5. aureus con 1/2 CMI de meropenem,
en presencia y ausencia de PMNs fueron solo significativas a tiempo t= 3 horas (figura
14.a.).
La tabla 75 muestra la cinética de letalidad de 5. aureus en presencia de 1/2
CMI de imipenem y en presencia/ausencia de PMNs.
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C+5HN C+PMN+5HN I/2CMI+5HN l/2CMI+PMN+5HN
1 0.44+0.0’7 0.23±0.05 0.01+0.12 -0.03+0.08
2 0.67±0.06 0.55+0.06 0.07±0.07 -0.04±0.09
3 0.88±0.12 0.74±0.14 0.16+0.06 -0.13+0.10
Tabla 75. Efecto de 1/2xCMI de meropenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (+D.E.) del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La muerte fagocítica de 5. aureus en presencia de 1/2 CMI de meropenem
presentó efecto aditivo, es decir, la acción conjunta del antibiótico y los leucocitos fue
de igual magnitud que la suma de ambos efectos por separado (figura 14.b., tabla 79).
La tabla 76 expresa el porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMNs, en
presencia de 1/2 CMI de meropenem.
Tiempo (it’> Control+SHN 1/2xCMI+SHN
1 38.35% 9.09%
2 24.15% 22.35%
3 27.55% 43.74%
Tabla 76. Porcentaje de muerte fagocitica de S. aureus en presencia de 1/2xCMI de
meropenem. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el
número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMNs.
3.2.2.2. Efecto de 4 CMI de ineropenem.
La presencia de 4 CMI de meropenem ocasionó un descenso en el número de
bacterias viables. En presencia de PMNs, el descenso fue menor que en ausencia de
estos. Las cinéticas de letalidad fueron estadísticamente significativas a tiempo t = 2 y
t=3 horas (figura 14.a.). La tabla 77 muestra la cinética de letalidad de 5. aureus
incubado con 4 CMI de meropenem, tanto en presencia como en ausencia de PMNs.
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C +PMN +5HN
0.23 ±0.05
4xCMI +51-114
-0.12+0.10
4xCMI+PMN-4-5HN
-0.24+ 0.09
2 0.67+0.06
3 0.88±0.12
0.55±0.06
0.74+0.14
-2.04+0.12
-2.74+0.13
-0.74+0.13
-1.34±0.13
Tabla 77. Efecto de 4xCMI de meropenem en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log~0 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
Como en el caso de imipenem, la combinación de meropenem (4 CMI) y la
actividad de los leucocitos, tuvo como resultado un efecto menor que la suma de ambos
efectos independientemente (figura 14.b., tabla 79).
Control+SHN
-0.21
-0.12
-43.14
4xCMI+SHN
0.12
1.30
1.40
Tabla 78. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control e incubadas con
meropenem, en ausencia y presencia de PMNs.
La tabla 79 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
UFC/ml, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
C + PMN
1 0.21±0.07
2 0.12±0.06
3 0.14±0.08
1/2CM! 4CM
!
0.43±0.06 0.56±0.17
0.60±0.08
0.72±0.07
2.71±0. 11
3.62j0.09
Tabla 79. Reducción de bacterias viables,
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni
expresada
PMNs.
en Log10 UFC/ml (+D.E.)
flúl
1
C+SHN
0.44±0.07
Tiempo (lx’
>
1
2
3
1/2CMI+PMN
0.47±0.10
0.71 ±0.15
1.01±0. 11
4CM1+PMN
0.68±0.09
1.41 ±0.14
2.22±0.13
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3.2.3. Actividad bactericida de PMNs frente a S~..anrtuz en presencia
continua de cefepime.
3.2.3.1. Efecto de 1/2 CMII de cefepime.
La presencia de 1/2 CMI de cefepime dio lugar a diferencias significativas con
la cinética de crecimiento de bacterias control aunque no provocó un descenso en el
número de viables (figura 15.a.). La tabla 80 refleja la cinética de letalidad de S.aureus
en presencia de 1/2 CMI de cefepime y en presencia/ausencia de PMNs.
c+sHN C+PMN+SHN l/ZCMI+5HN I/2CMI+PMN+5HN
1 0.44+0.07 0.23+0.05 -0.04+0.10 -0.17+0.07
2 0.67+0.06 0.55+0.06 0.14+0.11 -0.42+0.09
3 0.88+0.12 0.74+0.14 0.26+0.12 -0.89+0.10
Tabla 80. Efecto de 1/2xCMI de cefepime en presencialausencia de PMNs. Cambio en
el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
Se encontró un efecto sinérgico en la muerte fagocitica de 5. aureus en presencia
continua de 1/2 CMI de cefepime (figura 15.b., tabla 84). La tabla 81 expresa el
porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMNs, en presencia de 1/2 CMI de
cefepime.
Tiempo (lx) Control+SHN 1/2xCMI+SHN
1 38.35% 25.88%
2 24.15% 89.28%
3 27.55% 92.92%
Tabla 81. Porcentaje de muerte fagocítica de S. aureus en presencia de l/2xCML de
cefepime. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número
de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias incubadas en
ausencia de PMNs.
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3.2.3.2. Efecto de 4 CMI de cefepime.
La presencia de 4 CMI de cefepime provocó un descenso en el número de
bacterias viables. En presencia de PMNs, el descenso fue menor que en ausencia de
estos, las cinéticas de letalidad mostraron diferencias estadisticamente significativas a
tiempo t=2 y t=3 horas (figura 15.a.).
La tabla 82 muestra la cinética de letalidad de £.air~us incubado con 4 CMI
de cefepime, en presencia/ausencia de PMNs.
C+5HN C+PMN+SHN 4xCMI+5HN 4xCMl+PMN+SHN
1 0.44+0.07 0.23±0.05 -0.41±0.10 -0.38+0.12
2 0.67±0.06 0.55+0.06 -1.14+0.11 -0.80+0.03
3 0.88±0.12 0.74+0.14 -2.02+0.07 -1.47+0.13
Tabla 82. Efecto de 4xCMI de cefepime en presencia/ausencia de PMNs. Cambio en
el Log10 UiT/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La combinación de cefepime (4 CMI) y la actividad de los PMNs dio como
resultado un efecto menor que la suma de los efectos de forma independiente (figura
l5.b., tabla 84).
Tiempo Ch~ Control+S}IN 4xCMI+SHN
-0.21 0.03
2 -0.12 0.34
3 -0.14 0.55
Tabla 83. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control e incubadas con cefepime,
en ausencia y presencia de PMNs.
La tabla 84 expresa la reducción de bacterias viables, expresada en Log10
UFC/ml, respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
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C+PMN ¡/2CM! 4CM! !/2cM1+PMN 4CMI+PMN
1 0.21±0.07 0.48±0.07 0.85±0.10 0.61±0.07 0.82±0.03
2 0.12±0.06 0.53±0.06 1.81±0.15 1.09±0.06 1.47±0.06
3 0.14±0.08 0.62±0.09 2.90±0.10 1.77±0.09 2.35±0.09
Tabla 84. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (±D.E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
3.2.4. Actividad bactericida de PMNs frente a 5. aureus en presencia
continua de cefpodoxima.
3.2.4.1. Efecto de 1/2 CMI de cefpodoxima.
La presencia de 1/2 CMI de cefpodoxima no provocó un descenso en el número
de viables aunque el número de U?FC/ml a lo largo de las tres horas del ensayo fue
menor y presentó diferencias estadisticamente significativas con la cinética de
crecimiento de bacterias control (figura 16.a.).
La tabla 85 refleja la cinética de letalidad de S. aureus en presencia de 1/2 CMI
de cefpodoxima y en presencia/ausencia de PMNs.
C+5HN c+PMN+5HN 1/2CM1+5HN 1/2CM!+PMN+5HN
0.44+0.07 0.23±0.05 0.01+0.09 -0.27±0.07
2 0.67+0.06 0.55+0.06 0.23+0 10 -0.44+0.11
3 0.88+0.12 0.74+0.14 0.32+0.12 -0.91+0.13
Tabla 85. Efecto de 1 /2xCMI de cefpodoxima en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación. La presencia de 1/2 CMI de cefpodoxima provocó un efecto sinérgico en
la muerte fagocítica de S.~...au¡~us (figura 16.b., tabla 89).
La tabla 86 expresa el porcentaje de muerte fagocítica por leucocitos PMNs, en
presencia de 1/2 CMI de cefpodoxíma.
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Tiemno Ch) Contro¡+SHN l/2xCMI+SHN
1 38.35% 47.51%
2 24.15% 78,62%
3 27.55% 94.11%
Tabla 86. Porcentaje de muerte fagocítica de &.an¡~ai en presencia de l/2xCMI de
cefpodoxima. Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el
número de bacterias incubadas con PMNs, con respecto al número de bacterias
incubadas en ausencia de PMNs.
3.2.4.2. Efecto de 4 CMI de cefpodoxima.
La presencia de 4 CMI de cefpodoxima, provocó un descenso en el número de
bacterias viables. En presencia de PMNs, tuvo lugar el mismo efecto que con los
anteriores antibióticos, el descenso fue menor que en ausencia de estos. Las cinéticas
de letalidad fueron diferentes de forma significativa durante todo el experimento (figura
16.a.). La tabla 87 muestra la cinética de letalidad de 5. aureus incubado con 4 CMI
de cefpodoxima, en presencia/ausencia de PMNs.
C+5HN c-4-PMN+sHN 4xCMI+5HN 4xCMN-PMN+SHN
1 0.44+0.07 0.23+0.05 -0.46+0.10 -0.34+0.13
2 0.67+0.06 0.55+0.06 -1.50+0.11 -0.75+0.11
3 0.88±0.12 0.74±0.14 -2.17+0.07 -1.63+0.17
Tabla 87. Efecto de 4xCMI de ceftodoxima en presencia/ausencia de PMNs. Cambio
en el Log10 UFC/ml (±D.E.)del total de bacterias viables después de t horas de
incubación.
La combinación de cefpodoxima (4 CMI) y la actividad de los leucocitos dio
como resultado un efecto menor que la suma de los efectos de forma independiente
(figura 16.b., tabla 89).
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Control+SHN
-0.21
-0.12
-0.14
4xCMI+SHN
0.80
0.40
0.54
Tabla 88. Diferencias en Log10 UFC/ml de bacterias control e incubadas con
cef¶podoxima, en ausencia y presencia de PMNs. La tabla 89 expresa la reducción de
bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml, respecto al cultivo control, sin
antibiótico ni PMNs.
ma
1
C+PMN
0.21±0.07
2 0.12±0.06
3 0.14±0.08
IIICMI
0.43 ±0.07 0.90±0.12
0.44±0.05
0.56±0.09
1.82±0.13
3.00±0.10
Tabla 89. Reducción de bacterias viables, expresada en Log10 UFC/ml (+D. E.)
respecto al cultivo control, sin antibiótico ni PMNs.
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Tiemno Ch
)
1
2
3
I/2CM1+PMN
0.71 ±0.17
1.11±0.13
1.79±0.10
4cMl+PMN
0.78 ±0.12
1.42 ±0.13
2.51 ±0.14
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Figura Le. Muerte fagocítica de E. coli pretratado con imipenem y sin pretratamiento (control), en
presencia y ausencia de suero (SHN).
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de l’MNs.
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Figura 2.c. Muerte fagoeltica de E. coli pretratado con sneropenem y sin pretratamiento (control), en
presencia y ausencia de suero (SHN).
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 3.c. Muerte fagocitica de E. coli pretratado con cefepime y sin pretratamiento (control), en
presencia y ausencia de suero (SHN).
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNa, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 4.c. Muerte fagocftica de E. co ti pretratado con ce~,odoxima y sin pretratamiento (control), en
presencia y ausencia de suero (SHN).
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 5.c. Muerte fagocítica de 5. aureus pretratado con imipenem y sin pretratamiento (control), en
presencia y ausencia de suero (SHN) -
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 6.c. Muerte fagoclt¡ca de S. aureus pretratado con meropenem y sin pretratamiento (control), en
presencia y ausencia de suero (SEN).
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 7.c. Muerte fagocftica de S. aureus pretratado con cefepime y sin pretratasniento (control), en
presencia y ausencia de suero (SHN) -
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 8.c. Muerte fagocitica de 5. aureus pretratado con cefpodoxima y sin pretratamiento (control),
en presencia y ausencia de suero (SHN)-
Los valores, expresados en porcentaje, se refieren al descenso en el número de bacterias incubadas con PMNs, con
respecto al número de bacterias incubadas en ausencia de PMNs.
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Figura 9.a. Cinéticas de letalidad de E. coli con 1/2 y 4 CMI de imipenem en presencia y ausencia de
PMNs.
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Figura 9.1>. Reducción de E. coti viables debido a ¡a exposición de la bacteria a imipenem (1/2 y 4
CMI), PMNs o ambos factores.
Los valores, expresados en Log,, UFC/nil, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en el número de viables respecto a los microorganismos control (sin incubación con PMNs ni antibiótico).
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Figura 1O.a. Cinéticas de ¡etalidad de E. coli con 1/2 y 4 CMI de meropenem en presencia y ausencia
de PMNs.
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Figura 10.1>. Reducción de E. coli viables debido a la exposición de ¡a bacteria a meropenem (1/2 y 4
CMI), PMNs o ambos factores.
Los valores, expresados en Log,« UFC/ml, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en el número de viables respecto a los microorganismos control ( sin incubación con PMNs ni antibiótico) -
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Figura 11.a. Cinéticas de letalidad de E. ccli con 1/2
PMNs.
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Figura 1I1.b. Reducción de E. coli viables debido a la exposición de la bacteria a cefepime (1/2 y 4
CMI), PMNs o ambos factores.
Los valores, expresados en Log,< UEC/ml, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo.
en el número de viables respectos los microorganismos control ( sin incubación con PMNs ni antibiótico).
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Figura 12.a. Cinéticas de letalidad de E. coti con 1/2 y 4 CMI de cefpodoxima en presencia y ausencia
de PMNs.
9
4
o 1 2 3
113
Gráficos
Reducción viables (Log1o-UFC/mI>
3
2,5
2
1,5
1
0,5
o
EIPMN+ SHN
•4 CMb- SHN
1/2 CMI+ SHN
E 4 CMI+ SHN+ PMN
•1/2 CMI+SHN+PMN
Figura 12.1>. Reducción de E. cdi viables debido a la exposición de la bacteria a ce~odoxinm (1/2 y
4 CMI), PMNs o ambos factores.
* Los valores, expresados en Log,< tJFChril, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en cl número de viables respecto a los microorganismos control <sin incubacióncon PMNs ni antibiótico).
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Figura 13.a. Cinéticas de letalidad de 5. aureus con 1/2 y 4 CMI de imipenem en presencia y ausencia
de PMNs.
9
0 1 2 3
115
Gráficos
Reducción viables (Log10UFC/ml>
[7?’?j~jj
EIPMN+ SI-IN
•4 CMb- SHN
E~i~1I2 CMI+SHN
E 4 CMb- SHN+ PMN
•1/2 CMb- SHN+ PMN
Figura 13.b. Reducción de 5. aureus viables debido a la exposición de la bacteria a imipenem (1/2 y 4
CMI), PMNs o ambos factores.
Los valores, expresados en Log,0 UPC/ml, so refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en el número de viables respecto a los microorganismos control ( sin incubación con PMNs ni antibiótico).
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Figura 14.a. Cinéticas de letalidad de S. aureus con 1/2 y 4 CMI de meropenem en presencia y ausencia
de PMNs.
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Figura 14.h. Reducción de 5. aureus viables debido a la exposición de la bacteria a meropenem (1/2 y
4 CMI), PMNs o ambos factores.
* Los valores, expresados en Log,,, UFC/ml, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en el número de viables respecto a los microorganismos control ( sin incubación con PMNs ni antibiótico).
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Figura 115.a. Cinéticas de letalidad de 5. aureus con 1/2 y 4 CMI de cefepime en presencia y ausencia
de PMNs.
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Figura 1&b. Reducción de 5. aureus viables debido a la exposición de la bacteria a cefepime (1/2 y 4
CMI), PMNs o ambos factores.
* Los valores, expresados en Log,0 IJFC/n,l, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en el número de viables respecto a los microorganismos control ( sin incubación con PMNs ni antibiótico).
120
Gráficos
Log40(ufc/mI)
Tiempo <h>
~C+SHN +C+SHN+PMN *1/2 CMI+SHN
~-1/2 CMI+SHN+PMN *4 CMI+SHN +4 CMI+SHN+PMN
Figura 16.a. Cinéticas de letalidad de 5. aureus con 1/2 y 4 CMI de cefpodoxima en presencia y
ausencia de PMNs.
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Figura 16.1>. Reducción de 5. aureus viables debido a la exposición de la bacteria a cefpodoxima (1/2
y 4 CMI), PMNs o ambos factores.
* Los valores, expresados en Log,0 UFC/ml, se refieren al descenso medio obtenido durante las tres horas del ensayo,
en el número de viables respecto a los microorganismos control ( sin incubacióncon PMNs ni antibiótico).
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Discusión
1. ANÁLISIS DEL MÉTODO EXPERIMENTAL.
El método experimental empleado en este trabajo para el estudio del efecto
postantibiótico leucocitario, así como para el estudio de la actividad bactericida del
leucocito en presencia continua de antibiótico, se basa en la técnica descrita por
McDonald y Pruul, autores que han definido el efecto PALE.
No obstante, hemos realizado algunas modificaciones en la metodología, con el
propósito de adecuar los medios de los que disponemos con los objetivos propuestos.
Por tanto, este análisis de la metodología se centrará en aquellas partes más relevantes
del protocolo experimental.
1.1. Preparación del ¡¡¡óculo.
Iniciamos el protocolo experimental a partir de caldo que contiene bacterias en
fase de crecimiento exponencial, preparado a partir de una dilución de un cultivo
overnight, que se incuba en medio fresco 2 6 3 horas. En numerosos estudios no se
sigue este proceso sino que a partir de un cultivo overnight, directamente se inicia el
ensayo, tomando una muestra y diluyéndola en el medio adecuado para conseguir
determinada población bacteriana. Hay estudios (128) que confirman que cualquiera de
los dos procedimientos son válidos, porque no se altera la sensibilidad de la bacteria al
antibiótico con el que posteriormente será tratada. En nuestro estudio, seguimos el
primer procedimiento para asegurar que la población bacteriana estuviera en fase de
crecimiento exponencial de forma uniforme, sincronizada y efectiva.
El caldo bacteriano se deja crecer hasta que alcanza una turbidez que, medida
con el espectrofotómetro, tiene un valor de absorbancia, a 580 nm de luz visible, de 0.3
para ~~jj y 0.25 para S. aureus, que supone unas 108 UFC/ml. La turbidez y el
número de UFC/ml que supone pueden diferir entre los grupos de microorganismos y
los propios aislados dentro de un grupo. Estas diferencias pueden ser debidas al tamailo
de las células bacterianas, a la presencia de dime, cápsulas y otros componentes
superficiales, a la agregación de los organismos o a la pérdida de viabilidad celular.
Todas estas interferencias se agravan si la turbidez se mide por métodos como el de
McFarland (129), que suponen una participación activa de la subjetividad del individuo
en la medida. Para evitarlo se utilizó el espectrofotómetro y se hicieron, durante
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pruebas previas, curvas de crecimiento en las que se relaciona absorbancia a 580 nm
y número de unidades formadoras de colonias por mililitro para nuestras cepas -
1.2. Pretratamiento antimicrobiano y exposición continua de los
microorganismos al antimicrobiano.
1.2.1. Pretratamiento antimicrobiano.
En el estudio de las alteraciones en la interacción entre los fagocitos y las
bacterias, debidas a los efectos del antibiótico sobre estas, es esencial que cualquier
efecto del antimicrobiano sobre el microorganismo pueda ser distinguido de un efecto
del antibiótico sobre la fagocitosis. Esta distinción puede ser realizada por la exposición
del microorganismo al antibiótico antes de ser incubada con los leucocitos.
Se hicieron pruebas previas para determinar qué tiempo de exposición al
antibiótico y qué concentración del mismo resultarían adecuadas para el ensayo. Se
concluyó que un pretratamiento de diez minutos era el tiempo máximo requerido para
causar alteraciones en las bacterias sin que disminuyera el tamaño del inóculo inicial
respecto del control. Valores por encima de 4 veces la CMI reducían igualmente, el
inóculo inicial, mientras que esta era la máxima concentración que no resultaba letal.
Por otra parte, las concentraciones de antibiótico empleadas en este estudio, tuvieron
en cuenta la recomendación de administrar dosis que permitan que los niveles
plasmáticos del antibiótico sean 4 a 10 veces mayores que la concentración mínima
inhibitoria frente al patógeno (130). Por todo ello, elegimos concentraciones de 4xCMI
de cada antimicrobiano empleado.
Tras el tratamiento, el antibiótico debe ser eliminado por dilución y
centrifugación. La centrifugación a 1. 200g es un método empleado habitualmente para
eliminar y separar el antimicrobiano de las bacterias aunque el descenso de la
temperatura, las alteraciones mecánicas y el alejamiento temporal de las bacterias del
medio nutritivo provocan un pequeño descenso en el número de viables (131). Sin
embargo, este es un inconveniente menor, ya que tanto los cultivos controles, como los
tratados con antimicrobiano, sufren el mismo proceso. Además se verificó
experimentalmente, que el número de UFC/ml contadas en placa, correspondían a lo
esperado para el valor de la absorbancia.
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1.2.2. Exposición continua de los microorganismos al antimicrobiano.
Dos concentraciones de antibiótico, una suprainhibitoria (4xCMI, la misma
concentración empleada en el estudio del efecto PALE) y otra subinhibitoria (l/2xCMD,
fueron empleadas en el estudio de la actividad bactericida de leucocitos PMNs sobre
bacterias en presencia continua de antimicrobianos, con el propósito de comparar el
efecto del antimicrobiano sobre la actividad leucocitaria en fase postantibiótica, con el
efecto sobre la actividad bactericida de los leucocitos en presencia continua de
antibiótico, y por otra parte, poder comparar el efecto de dos concentraciones distintas
de antimicrobiano sobre la actividad de los leucocitos PMNs.
Una vez preparado el inóculo y ajustado a 10~ UFCImI, se siguió el mismo
proceso de incubación en baño de agitación a 37 oc durante diez minutos, dilución y
posterior centrifugación, para poder establecer comparaciones entre las cinéticas de
crecimiento en fase postantibiótica y en presencia continua de antibiótico.
1.3. Extracción de leucocitos PMNs.
El método de extracción de los PMNs está basado en la lisis de eritrocitos
mediante tratamiento con cloruro amónico y posterior purificación por centrifugación
diferencial en HBSS (124). Por esta técnica se obtiene una alta concentración de PMNs
morfológica y funcionalmente intactos a partir de un pequeño volumen de sangre
completa. Se pueden obtener hasta 4x106 células de 1 ml de sangre, ya que la pérdida
celular es menor que en las técnicas de separación que utilizan gradientes de densidad.
Además la rapidez con la cual se pueden obtener los polimorfos es un aspecto
importante, solamente se requieren 45 minutos para la extracción total de las células a
partir de sangre completa. El segundo lavado de los PMNs en NH4Cl, antes de
resuspenderlos en HBSS, elimina por completo los eritrocitos presentes. Aunque la
centrifugación diferencial no proporciona el grado de pureza que se ha atribuido a
algunas técnicas de separación en gradiente de densidad (>95%), tiene la ventaja de
exponer a los PMNs al mínimo estímulo posible. Se ha especulado sobre si el cloruro
amónico podría alterar el balance electrolítico de los PMNs, sin embargo se demostró
en un estudio (132), que los efectos eran reversibles cuando las células se resuspendian
en medio fisiológico.
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Se recomienda EDTA potásico como anticoagulante, ya que el citrato y la sangre
heparinizada no permiten el aislamiento de PMNs según este método con la misma
eficacia. Además el citrato y la heparmna son estimulantes del estallido respiratorio de
los PMNs.
En los últimos años, varios autores han expresado su preocupación acerca del
posible efecto de los polinieros de gradiente de densidad sobre el metabolismo o
propiedades de superficie de los PMNs. Por ejemplo, el dextrano inhibe la migración
de PMNs en agarosa (133), estimula el metabolismo celular (134) y también se une en
parte irreversiblemente a la célula alterando la carga superficial (135). El Ficolí o
Percolí pueden provocar la pérdida de la capacidad de adherencia sobre superficies de
plástico o cristal (135,136). El Ficoll-Hypaque altera la capacidad migratoria de los
granulocitos en agarosa (137) y puede interferir con el transporte de sodio de los PMNs
(138).
Otros problemas son la posible contaminación de algunos lotes de Ficolí-
Hypaque con lipopo1isac~ridos bacterianos, que pueden alterar morfológica y
funcionalmente a los PMNs aislados por este método (139), y pequeños cambios en el
proceso de manufacturación de los polímeros de gradiente de densidad, que producen
alteraciones importantes en las propiedades de separación (140). Aunque es importante
considerar los efectos de todos estos agentes sobre las funciones de los PMNs, hay que
tener presente que muchos investigadores emplean estos métodos de aislamiento con
éxito.
Por último, enfrentamos diez bacterias por PMN porque un rango de 6 a 12
microorganismos por leucocito se suelen encontrar en los ensayos clínicos (141-143).
1.4. Lisis de los leucocitos y efecto del pH en las bacterias.
En experimentos que requieren la lisis de los leucocitos PMNs algunos autores
utilizan el choque osmótico en agua destilada a temperatura ambiente (144) o a O o-C
(145). Este método de lisis parece ser el menos nocivo para los microorganismos
intracelulares, sin embargo la lisis completa de PMNs es difícil de alcanzar. Una baja
osmolaridad junto con un elevado pH y temperatura, ocasiona la lisis de los PMNs en
orina (146).
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Gargan et al. (126) investigaron el pH y la temperatura óptima del agua
destilada, necesarios para lisar totalmente los PMNs. El 87% de los PMNs fueron
lisados después de permanecer cinco minutos en agua destilada estéril a 37 oc y pH 10,
mientras que a pH 11, el porcentaje de lisis fue del 995%. La conclusión de este
trabajo afirma que un sistema eficaz para lisar los PMNs sin producir daños en las
bacterias intracelulares, es emplear agua destilada a un elevado pH y a 37 oc.
En este estudio, hemos llevado a cabo la lisis de PMNs, basándonos en el
método de Gargan et al. El porcentaje de lisis de PMNs que alcanzamos es
aproximadamente del 99%. El pH del agua destilada fue 10.8 puesto que estos mismos
autores advierten que mientras Laiairn¡z (opsonizado y no opsonizado) mantuvo su
viabilidad a valores de pH mayores de 11, con L~ii opsonizado se debe procurar un
especial cuidado para que el pH del agua no exceda de 11, ya que es sensible a pH
superiores a 11.2. Este pH es el adecuado para lisar los PMNs (124) sin que se
perjudique la viabilidad bacteriana, como se desprende de que la cinética de las
bacterias control sea la esperada para nuestras cepas. Hay estudios (128,147) que
determinan que miembros de la familia Enterobacteriaceae, P. aeruzinosa, estafilococos
y enterococos pueden permanecer más de seis horas en agua o solución salina antes de
su inoculación en placas de agar sin que haya alteración en el recuento de UFC/ml.
Nosotros procuramos sembrar en menos de 15 minutos, tal y como recomiendan las
normas del N.C.C.L. (148).
2. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS.
2.1. Efecto Postantibiético Leucocitario (PALE>.
2.1.1. Efecto del pretratamiento antimicrobiano sobre la cinética de
crecimiento de E.coli y 5. aureus
.
2.1.1.1. Efecto del pretratamiento antimicrobiano de E. coil
La supresión del crecimiento bacteriano es el principal y más claro efecto que
los antimicrobianos pueden presentar tanto in vitro como iii vivo. La supresión del
crecimiento bacteriano puede ocurrir durante un cierto tiempo después de la exposición
de la bacteria al antibiótico. El término efecto postantibiótico (PAS), ha llegado a ser
el más ampliamente empleado para describir este fenómeno.
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El mecanismo preciso por el que se establece el PAE es desconocido, pero
múltiples factores deben estar implicados. Aunque el término PAE fue definido para
enfatizar el hecho de que la previa exposición al fármaco es la causante del fenómeno,
otras teorías se inclinan a destacar el papel de las concentraciones subinhibitorias del
antibiótico, al que están expuestas las bacterias tras la eliminación del antibiótico del
medio, en la presentación de este fenómeno. Algunos autores sugieren que el tiempo
necesario para la liberación del antibiótico de sus receptores sería el tiempo de
recuperación del crecimiento bacteriano (62), para otros autores, el PAE sería el tiempo
de resíntesis de las proteínas y enzimas afectados por la acción del fármaco (149). Otras
causas posibles que se citan son la difusión del antibiótico desde sus receptores, la
modificación de la síntesis del DNA, la producción de factores endógenos del tipo de
los que se implican en la respuesta SOS de f..sgli, etc. (62).
Los resultados obtenidos en los últimos diez años sobre el efecto PAE conducen
a cuatro conceptos generales (62,150,151).
1. La actividad antimicrobiana (bactericida o bacteriostática) es un prerrequisito
para un PAE.
2. El PAE y su duración están correlacionados con la concentración del
antimicrobiano y la duración de la exposición hasta una respuesta máxima.
3. Inhibidores de la síntesis de proteínas (macrólidos, tetracicinas y
aminoglicósidos) inhibidores de RNA polimerasa (rifampina) e inhibidores de la DNA-
girasa (quinolonas) presentan un PAE de larga duración frente a organismos (iram-
positivos y <Jram-negativos.
4. Los antibióticos betalactámicos provocan un PAE menor que es dependiente
del tipo de organismo diana empleado. Mientras que PAEs de hasta algunas horas de
duración se obtienen con organismos Grani-positivos, con organismos Gram-negativos
no se obtienen PAEs o se consiguen con altas concentraciones del betalactámico. Los
carbapenemes son los únicos antibióticos betalactámicos que poseen un efecto
postantibiótico no solo con organismos Omm-positivos sino también con (iram-
negativos.
Los resultados obtenidos en este trabajo, después del pretratamiento de E. coli
129
Discusión
durante 10 minutos con 4xCMI de imipenem, meropenem, cefepime y cefpodoxima
concuerdan con los resultados, anteriormente expuestos, de otros autores, es decir, no
hallamos una supresión del crecimiento postantibiótico o PAE. Los antimicrobianos de
este estudio, todos ellos betalactámicos, son incapaces de provocar PAE sobre E. coli
a la concentración estudiada. Distintos autores han señalado la necesidad de altas
concentraciones de betalactámicos, desde 32 a 256 veces la CMI, para llegar a provocar
pequeños PAEs frente a miembros de la familia Enterobacteriaceae y Pseudomonas
aeru2inosa (150,152,153). Además el breve período de exposición al antimicrobiano,
diez minutos, no se traduce en una supresión del crecimiento postantibiótico ni siquiera
en el caso de los carbapenemes, imipenem y meropenem, que si muestran PAEs de
varias horas de duración frente a bacilos Gram-negativos, especialmente &a~n¡ghIQsa,
con mayores tiempos de exposición de las bacterias al antibiótico (62, 154,155).
2.1.1.2. Efecto del pretratamiento antimicrobiano de 5. aureus
.
La exposición de microorganismos Gram-positivos a antibióticos betalactámicos,
puede provocar un retraso en el crecimiento bacteriano, en diferentes condiciones
experimentales, tanto con largos como con conos pretratamientos, así como con
concentraciones sub-CMIs y concentraciones mayores de la CMI (156,157). En un
medio sin antimicrobianos los cocos se dividen, se separan y forman chisten por la
división en planos multidireccionales. La agregación de S. aureus en un caldo es de
cuatro cocos al principio del ensayo y de tres después de unas cuatro horas de
incubación, de esta manera, el número de UFC a medida que avanzamos en el tiempo
aumenta tanto por la multiplicación de los microorganismos como por el descenso en
la agregación (158). Cuando se exponen los cocos a los antimicrobianos se altera el
equilibrio de la división y las células se multiplican pero no pueden separarse (11). En
general, los antimicrobianos betalactímicos a concentraciones entre 2-8 veces la CMI
disparan el mecanismo de lisis y la desintegración celular de los estafilococos (12).
Nuestros resultados señalan el retraso en el crecimiento de $~jg~jiz, después
de una exposición de 10 minutos con 4xCMI de imipenem, meropenem, cefepime y
cefpodoxima. Las diferencias entre las cinéticas de crecimiento de 5. aureus control y
5. aureus pretratado, fueron mayores en el caso de imipenem y meropenem. El
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pretratamiento con los dos carbapenemes provocó durante las tres horas de incubación
una diferencia de aproximadamente 1 1og10 de UFC/ml con los microorganismos
control.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores, aunque en
diferentes condiciones experimentales, que señalanla existenciade efecto postantibiótico
en el caso de imipenem (62,160), meropenem (161) que presenta PAE concentración-
dependiente, cefpodoxima (162), así como otras cefalosporinas: cefdinir (163) y
cefotaxima (160).
2.1.2. Efecto del suero sobre la cinética de crecimiento de E. coli y
S.aureus
.
2.1.2.1. Efecto del suero sobre E. coli y 5. aureus control.
En las condiciones experimentales de este trabajo, el suero no influye en el
crecimiento bacteriano, ni provoca un descenso debido a su acción bactericida, ni un
aumento como nutriente enriquecedor del medio de cultivo. La eliminación de los
microorganismos por los componentes del suero es un importante mecanismo de defensa
contra las infecciones bacterianas. La muerte de las bacterias Gram-negativas por el
sistema de complemento se debe al daño producido en la pared celular y a la posterior
lisis al permitir a la lisozima alcanzar la membrana plasmática, destruyendo la capa de
mucopéptido (164).
La activación del complementopuede ser desencadenado por las bacterias Omm-
negativas de tres formas diferentes:
1. en presencia de anticuerpos naturales específicos se induce la vía clásica del
complemento
2. los lipopolisacáridos de la pared celular son potentes activadores de la vía
alternativa del complemento
3. la proteína Cl del complemento se puede unir directamente a la pared de
ciertas bacterias y por lo tanto activar la vía clésica del complemento.
Algunas bacterias patógenas han desplegado mecanismos para evitar esta acción.
Por ejemplo, la mayoría de las bacterias encapsuladas resisten la opsonización por el
complemento y la fagocitosis subsecuente en ausencia de anticuerpos capsulares
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específicos (165). La resistencia a la actividad bactericida del suero es un factor
importante de las bacterias Oram-negativas en la medida en que es el responsable de
la ineficacia de un importante mecanismo de defensa del hospedador, que es el ataque
y muerte por el sistema de complemento. Solo unas especies entre los bacilos Omm-
negativos que producen infecciones en el hombreson sensibles a los efectos bactericidas
del suero. Solamente alrededor del 50% de las cepas de E. coli son sensibles al suero
(16).
Se ha propuesto que las bacterias Oram-negativas pueden evitar la muerte por
acción del suero si se presenta en el LPS material de alto peso molecular, que
bloquearía el acceso del complejo CSb-9 a la membrana externa, previniendo así la lisis
(165,166). Otros trabajos ponen de manifiesto que bacterias que presentan azúcares
específicos en la cadena antigénica O de los lipopolisacáridos solo son opsonizados in
vitro en presencia de anticuerpos específicos (167). En el caso de li1sQli es necesario,
la presencia de anticuerpos para incrementar la fijación del complemento de manera que
se induzca la lisis (65).
E. coli y ~..an¡~uzcrecidos en medio Múller-Hinton suplementado con un 20%
de suero humano normal, fueron resistentes a la acción bactericida del suero. La
concentración del suero en el medio no provocó un deterioro fatal de la envuelta
bacteriana, pero si fue suficiente para lograr una eficiente fagocitosis, puesto que fueron
halladas diferencias significativas en la actividad bactericida del leucocito en presencia
y ausencia de suero. Estos resultados confirman otros estudios anteriores que señalan
que E. coli es resistente al suero si este se encuentra en baja concentración (65,10);
igualmente hay trabajos que evidencian que 5. aureus es resistente al suero a bajas
concentraciones (168).
Existen estudios (169) en los que se muestra que, para ~ la fijación del
componente C3 del complemento sobre la envuelta celular es máxima (alrededor del
90%) a los diez minutos, cuando el suero se presenta en una concentración del 50%.
Para concentraciones iguales o menores al 10%, tan solo se observa una fijación de
menos del 40% al cabo de una hora de incubación (169). La concentración del suero
resulta más importante para la fijación del componente C3 que el tiempo de exposición.
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En el caso de 5. aureus, hay estudios que muestran que un 80% de fijación del
componente C3 se consigue si se incuba el microorganismo durante 1 hora en un medio
con un 10% de suero (169) de forma que, en las mismas condiciones, 5. aureus se
opsoniza más rápidamente que E. coli. Sin embargo, esos mismos trabajos, muestran
diferencias en la cantidad de C3b fijado por E. coli y 5. aureus que puede condicionar
la fagocitosis de ambos microorganismos.
2.1.2.2. Efecto del suero sobre Lnil y S. aureus pretratados.
El efecto bactericida del suero puede ser potenciado por una exposición
concomitante de la bacteria al antibiótico, o por un pretratamiento previo con
concentraciones menores o mayores que la CMI. Los antimicrobianos pueden alterar
la envuelta de las bacterias de forma que se modifica su sensibilidad al suero humano.
Hay tres localizaciones donde los cambios en la superficie celular pueden alterar los
efectos del complemento (170). Estos son:
1. el sitio de unión al anticuerpo
2. el sitio de ataque del complejo de la fase de ensamblaje
3. el sitio de inserción de los componentes de la fase de ataque (complejo de
ataque a la membrana o CAM).
Además la muerte por el suero puede ser afectada por sitios relevantes para la acción
de la lisozima (171).
A este respecto se ha llegado a diferentes conclusiones en varios estudios,
observándose incremento, descenso e incluso ningún efecto en la sensibilidad de las
bacterias al suero. La diferente sensibilidad al suero después del tratamiento
antimicrobiano encontrada, puede ser el resultado de alteraciones producidas en más de
una localización en la superficie bacteriana, en este sentido hay evidencia de que el
complemento ataca la membrana externa y la membrana citoplasmática de E. coli
simultáneamente (172,173).
La polimixina B sensibiliza a Proteus mirabilis a la acción bactericida del suero
y lo mismo provoca en E. coli el tratamiento con polimixina B (14) y ampicilina (8).
Se ha señalado que los antimicrobianos que producen filamentación en bacilos
Orani-negativos a concentraciones subinhibitorias no tienen efectos sinergisticos con el
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suero (65,169). Por el contrario, otros trabajos sostienen que concentraciones
subinhibitorias de antibióticos, en particular, penicilinas y cefalosporinas, pueden
ejercer un efecto profundo en la morfología de estos bacilos que hace incrementar su
sensibilidad al suero (174,168). Loos et al. (175) y Betz e Isliker (176) mostraron que
el primer componente del complemento, el Cl, se fija a las bacterias Oram-negativas
y que esta fijación dependía de la estructura de la membrana externa. Se ha demostrado
que los betalactámicos podrían influir en la fijación de Cl en E. coli (176, 177). E. coli
expuesto a diferentes antibióticos betalactámicos puede unir, incluso 900 veces más Cl
que las bacterias no tratadas (51).
Exposiciones de E. coli a concentraciones subinhibitorias de ampidiina,
trimetoprim, estreptomicina y tetraciclina (178), mecilinam (179) y rifampicina (180)
tuvieron un efecto sinérgico con el suero en la muerte de la bacteria.
En el caso de tetracicina, los resultados son contradictorios, se ha señalado un
efecto antagónico entre tetraciclina y el efecto bactericida del suero humano normal
sobre fr..~gij y por otra parte el efecto opuesto ha sido observado por otros autores
(51).
La combinación de cloranfenicol y suero humano normal es antagonista en la
muerte de E. coli y aditivo en la muerte de Salmonella typhi (51).
McDonald et al. (9) encuentran que li.s9li crece mejor que el control en
presencia de suero cuando sufre un pretratamiento con concentraciones por encima de
las inhibitorias de ampicilina, amoxicilina y cefoxitina; no sucede lo mismo si el
pretratamiento es con gentamicina o cloranfenicol (9,181).
En nuestro estudio, el pretratamiento con imipenem, meropenem, cefepime y
cefpodoxima no tuvo efecto sobre la sensibilidad de Lg~¡j al suero.
Milatovic et al. (14) señalaron que los estafilococos preincubados con 1/3 de la
CMI de clindamicina presentaron un consumo de complemento y una fijación de C3b
más rápida sobre la superficie bacteriana que los estafilococos control.
En el caso de 5. aureus, McDonald no encuentra alteraciones en el crecimiento
por la presencia de un 10% de suero, si los microorganismos son tratados durante diez
minutos con lOxCMI de penicilina O, eritromicina, amoxicilina y clindamicina (9).
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El suero si tiene un efecto bactericida marcado sobre estreptococos que crecen
a concentraciones subinhibitorias de penicilina (182).
Se ha determinado que el suero tiene un profundo efecto en el crecimiento de
S. aureus en fase postantibiótica provocada por el pretratamiento con fluorquinolonas
a concentraciones por encima de las inhibitorias, ya que permite un retraso en el
crecimiento bacteriano más prolongado (183). Otros estudios señalan en presencia de
suero una reducción del 80% del PAE cuando el antibiótico ensayado era cloxacilina
(183) y un bloqueo del efecto postantibiótico de fosfomicina (184).
En este trabajo la presencia de suero en el medio de incubación de 5. aureus
,
actuó de forma antagónica con el efecto del pretratamiento antimicrobiano, y el
crecimiento con suero fue mayor que el de las bacterias pretratadas e incubadas en
ausencia de suero. En el caso del pretratamiento de 5. aureus con cefepime y
cefpodoxima, la presencia de suero anula el retraso en el crecimiento bacteriano que se
manifiesta en ausencia de suero.
2.1.3. Actividad bactericida de los leucocitos PMNs.
2.1.3.1. Actividad bactericida de los leucocitos PMNs frente a E. coil y
S. aureus control.
En ausencia de factores séricos, los leucocitos PMNs manifestaron su actividad
bactericida frente a LSQII durante las dos primeras horas del experimento. La actividad
de los leucocitos fue más patente cuando en el medio de incubación había sido añadido
suero. En ausencia de suero el máximo porcentaje de muerte fagocitica fue del 39.75%
en la primera hora de incubación, por el contrario, en presencia de suero se obtuvo un
porcentaje máximo de muerte fagocitica del 71.81% al término del ensayo. La
opsonización con suero se considera generalmente como un requisito para una óptima
fagocitosis y muerte de la bacteria por leucocitos PMNs.
Las células fagociticas poseen receptores para las opsoninas estables al calor
(receptores Fc) y receptores con especificidad para la forma activada del tercer
componente del sistema de complemento, C3b (185). La adhesión de las bacterias a los
receptores en los fagocitos permite inmovilizar al microorganismo y contribuye a su
fagocitosis.
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La fagocitosis de E. coli incubado con suero fue creciendo a lo largo del tiempo.
A medida que transcurre el tiempo, mayor será la opsonización de los microorganismos
y debido a ello la sensibilidad a la actividad bactericida del leucocito se ve aumentada.
Existen trabajos que sugieren que el suero favorece la fagocitosis porque aumenta la
superficie hidrofóbica de las bacterias (186).
En el caso de &.¡ur~us la presencia de suero resulta determinante ya que si no
hay suero en el medio no se produce ninguna actividad bactericida. Los estafilococos
pueden sobrevivir después de haber sido fagocitados por los leucocitos, esta
supervivencia parece estar correlacionada con su virulencia (187). La presencia de
leucocitos en ausencia de suero provoca una disgregación de los clusters (188), solo
aquellas células situadas en las zonas más externas del cluseer se ven atacadas por los
enzimas lisosomales y las que están en el centro quedan protegidas de manera que, al
lisar los leucocitos con agua a pH básico, estas células disgregadas no afectadas quedan
libres y originan colonias por lo que se produce un aumento en el número de UFC.
La fagocitosis y muerte intracelular, en presencia de suero de E. coli fue mayor
que la de &an¡~uz.
Después de la incubación durante una hora en un medio con un 10% de suero,
el porcentaje de C3b del componente C3 que se fija a la membrana de E. coli es del
33% frente a un 17% de ~ (189). La heterogenicidad de requerimientos
opsónicos encontrados en tres especies bacterianas (5 .aureus Cowan 1,
L. monocvtoPenes y E. coli 0N2) probablemente está relacionado con diferencias en la
“estructura opsónica” de las paredes celulares de esas especies (185). En otros estudios,
las diferencias en la activación del complemento (190) y en los requerimientos
opsónicos (41) han sido también encontrados entre cepas de la misma especie, estos
hallazgos están correlacionados con diferencias en los componentes de la pared de las
cepas.
2.1.3.2. Actividad bactericida de los leucocitos PMNs frente a E. coil y
5. aureus pretratados.
En este trabajo analizamos el efecto de imipenem, meropenem, cefepime y
cefpodoxima, sobre la sensibilidad a la muerte fagocítica de E. coli y £.&umus, en
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presencia y ausencia de suero.
El máximo efecto PALE de todas las combinaciones antimicrobiano-
microorganismo, requirió la participación de las opsoninas del suero (61). La
fagocitosis es un proceso determinado por la cantidad de opsoninas disponibles
(concentración sérica) y por el tiempo durante el que están presentes dichas opsoninas
(tiempo de opsonización). En el suero normal la opsonización está mediada
principalmente por complemento y solamente aumentado por anticuerpos. Cuando un
pooi de suero humano normal, que contiene anticuerpos y complemento como opsoninas
es empleado como frente opsónica, no podemos distinguir entre la opsonización
mediada por la vía clásica o alternativa de complemento, y por los anticuerpos. Para
estudiar el efecto de los antibióticos en la fagocitosis dependiente de anticuerpos o
dependiente de complemento, las bacterias deben ser opsonizadas en suero calentado
(con anticuerpos como única fuente opsónica) y en suero de pacientes con
agammaglobulinemia (con sistema de complemento intacto) (191).
En este trabajo empleamos como fuente de opsoninas suero humano normal y
como ha sido señalado anteriormente, el efecto PALE fue mayor, no ha sido un
objetivo de este trabajo estudiar el mecanismo de opsonofagocitosis de bacterias tratadas
y bacterias control, para profundizar en este aspecto se deberán realizar ensayos, con
distintas clases de sueros.
Las opsoninas presentes en el suero favorecen la fagocitosis de bacterias por
leucocitos PMNs. El pretratamiento de E. coli y 5. aureus con los cuatro betalactámicos
ejerció un efecto sinérgico con el suero, en la opsonofagocitosis. Es decir, el aumento
en la fagocitosis debido al suero, es mayor cuando la superficie celular bacteriana ha
sido dañada por los antibióticos. El efecto sinérgico del suero y el pretratamiento fue
observado con todas las combinaciones antimicrobiano-microarganismo exceptuando
aquellas que no presentaron efecto PALE, es decir: E. coli-cefpodoxima y S. aureus-ET
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cefepime. La exposición de las bacterias durante un breve período de tiempo a los
antimicrobianos puede provocar cambios en las estructuras de unión a anticuerpos o en
los sitios de unión a anticuerpos o en los sitios de activación de complemento que
favorecen la opsonofagocitosis.
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La inhibición de la muerte fagocitica de bacterias pretratadas con cloranfenical
(19) y aztrconam (48), por azul tripano que bloquea los receptores C3 de los PMNs
humanos, señala que el aumento de la muerte fagocitica depende de una adecuada
opsonización de la bacteria. Lo mismo ha sido comprobado con concentraciones
subinhibitorias de otros antibióticos como penicilinas (9) y cefalosporinas (21). Otros
autores han demostrado el efecto del suero en el aumento de la fagocitosis de E. cali
resistente al suero, tratada con ceftriaxona (2). El pretratamiento de LSQII capsulado,
con concentraciones sub-CMIs de mediinam y ceftriaxona, incrementó la capacidad
opsónica del suero normal y proporcionó una mejor fagocitosis de estas cepas por
PMNs humanos (192). Los mismos estudios señalaron, sin embargo, que la exposición
a cefepime no condujo a un incremento en la reacción de anticuerpos contra antígenos
de la pared celular. Es posible que la unión de opsoninas a epitopos de la bacteria
tratada con cefepime no difiera de las uniones de opsoninas del suero a las bacterias no
tratadas, Veringa et al. demostraron que la muerte fagocítica de S. aureus tratado con
cindamicina fue mayor que la de las bacterias controles, debido a un incremento en la
sensibilidad de las bacterias tratadas con clindamicina a la fagocitosis dependiente de
anticuerpo y complemento (191). Milatovic et al. (14) señalaron que los estafilococos
tratados con 1/3 de la CMI de dindamicina, fueron opsonizados más rápidamente que
las bacterias no tratadas y que la concentración de suero requerida para una suficiente
opsonización, fue menor para las bacterias tratadas con clindamicina. Eritromicina y
miocamicina influyeron indirectamente sobre la fagocitosis de 5. aureus por los
leucocitos PMNs, la actividad fagocitica aumentó debido a un cambio en los
requerimientos opsónicos de la bacteria (193).
Los dos carbapenemes, imipenem y meropenem provocaron un efecto PALE en
los dos microorganismos. La magnitud del efecto fue muy similar, en presencia de
suero, el porcentaje medio de muerte fagocitica (durante las tres horas del experimento)
de E. coli pretratado con imipenem y meropenem, es del 78.95% y 75.95%
respectivamente. En el caso de 5. aureus, los porcentajes son 61.78% y 64.20% para
imipenem y meropenem.
Cefepime no incrementó la sensibilidad de E. coli a la muerte fagocítica por
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leucocitos PMNs, en ausencia de factores séricos, sin embargo, en presencia de suero,
el efecto PALE fue muy similar al producido por los carbapenemes, el porcentaje medio
de muerte fagocitica fue del 78.06%. Por el contrario, cefepime no indujo un efecto
inmunomodulador frente a ~mir~izz.Otros autores, han obtenido con cefotaxima (189)
y con cefdinir (194), los mismos resultados, es decir un efecto PALE positivo frente
a E. coli y ningún efecto frente a 5. aureus
.
Cefpodoxima no indujo efecto PALE frente a E. coli, ni siquiera en presencia
de opsoninas. Sin embargo, el efecto PALE que produjo frente a 5. aureus fue similar
al de los carbapenemes, alcanzando un porcentaje medio de muerte fagocítica del
60.83%.
McDonald et al (194) considera que el PALE positivo que se puede encontrar
con algunos betalactámicos frente a las bacterias Grani-negativas, se debe a
modificaciones superficiales que alteran la fijación del complemento y por tanto el
PALE debido a betalactámicos, frente a E. cdi sería causado por un incremento en la
captura bacteriana. Cefpodoxima no produjo efecto PALE ni siquiera en presencia de
opsoninas, pero la explicación anterior podría ser válida para el PALE que presenta
cefepime, puesto que en ausencia de suero no hay un incremento en la muerte fagocítica
de las bacterias tratadas, sin embargo con suero, las bacterias tratadas son más sensibles
a la muerte fagocítica por leucocitos PMNs.
Imipenem y meropenem no precisaron factores séricos para producir un efecto
PALE frente a E. coli, la exposición durante un breve período de tiempo a
concentraciones suprainhibitorias de los antibióticos hicieron más sensible a la bacteria
a la muerte fagocftica por PMNs, en la fase postantibiótica. Los mecanismos de
reparación de E. coli, restauraron rápidamente los daños producidos por la exposición
al antibiótico para evitar la muerte celular, pero en presencia de PMNs o de PMNs y
suero, la combinación de los daños de la membrana y la fagocitosis, temporalmente
supera la resistencia bacteriana (61).
Aunque el mecanismo exacto a través del cual se produce un aumento de la
sensibilidad es desconocido, probablemente se relaciona con alteraciones debidas a la
exposición al antibiótico, en la pared celular que protege contra la fagocitosis por los
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PMNs (9). Las envueltas celulares dalladas por el antibiótico pueden facilitar el acceso
de los factores letales de los PMNs a sus dianas en las bacterias o permitir la salida al
medio extracelular de sustancias activas quimiotácticamente (21). El incremento en la
sensibilidad a la actividad de los leucocitos, de Ñsoli tratado con los dos
carbapenemes, imipenem y meropenem, podría estar relacionado con las alteraciones
estructurales en la bacteria, producidas por el antibiótico y suficientes para provocar
cambios en la sensibilidad a la muerte fagocitica en ausencia de suero y por las
modificaciones en las estructuras de unión a anticuerpos o en los sitios de activación de
complemento.
La eficacia de los antibióticos para producir alteraciones que conlleven un
cambio en la sensibilidad a los fagocitos varía incluso dentro de la misma familia, como
muestran los resultados de este estudio y los de un trabajo de McDonald et al. (19) en
el que fueron empleados aislados clínicos de 5. aureus, Ls~ii y Bacteroides fra2ilis
y se examinaron los efectos del pretratamiento antibiótico en la sensibilidad a la
actividad de leucocitos y suero. Los antibióticos betalactinicos empleados en este
estudio <penicilina O, amoxiciina, ampicilina y cefoxitina) sensibilizaron la bacteria a
la actividad bactericida de los leucocitos y el grado de sensibilización fue variable entre
los distintos antibióticos y cepas. Se ha señalado que estas diferencias se deben
probablemente a diferencias en el mecanismo de actuación de los antimicrobianos y a
su efecto en la estructura de la pared celular.
Los cambios producidos por los antibióticos con concentraciones CMb mayores
son diferentes de aquellas producidas por antibióticos a concentraciones sub-CMI (16).
Las distintas alteraciones en la morfología bacteriana producidas por concentraciones
subinhibitorias de betalactámicos se deben a diferencias en el modo de acción entre los
betalactámicos (195). Cada antibiótico betalactámico tiene una afinidad de unión
específica para cada PBP. Los cambios morfológicos están relacionados con la afinidad
de unión del antibiótico a las PBPs. La inhibición de PBP3 conduce a la formación de
filamentos y la inhibición de PBP2 da lugar a formas esféricas en E. coli. Imipenem
y meropenem inducen formas redondeadas (79,102). Meropenem en E. coli inhibe
PBP2, imipenem a PBP2 y PBP1. Cefepime y cefpodoxima inducen filamentos en
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E.coli. La principal diana en E. coli de cefepime es PBP3, aunque también se une a
PBP2 (196). Cefpodoxima interacciona sobretodo con PBP3 (197).
Las alteraciones morfológicas producidas por betalactániicos han sido
relacionadas con distintos efectos en la fagocitosis y muerte intracelular (47). La
exposición de los microorganismos a concentraciones suprainhibitorias de
betalactánlicos, con diferente afinidad de unión a las PBPs, resultó en un aumento de
la sensibilidad a la actividad bactericida de los PMNs con diverso grado de intensidad.
Los carbapenemes presentan efecto postantibiótico (PAE) contra, no solo
bacterias Gram-positivas, sino también Gran-negativas (62,198,199), esta excepción
dentro de la familia de los betalactámicos, ha sido relacionado con las diferencias
morfológicas observadas en los organismos Gram-negativos, las clásicas penicilinas y
cefalosporinas inducen largos filamentos. Se ha señalado que con la restauración de solo
un pequeño porcentaje de PBP3, el filamento que contiene varios genomas se puede
dividir, mientras que las formas redondeadas producidas por los carbapenemes deben
sufrir una fisión binaria, más compleja, para convertirse en células individuales (200).
Si los distintos cambios morfológicos provocados por la exposición a los antibióticos
dan lugar a diferencias en las cinéticas de crecimiento, también esas diferencias
estructurales pueden originar una variedad de respuestas en la sensibilidad hacia la
actividad de los PMNs.
Tuslane (201) fue el primero en describir alteraciones en los cocos expuestos a
penicilina. Hay poca variación en la afinidad de la mayoría de los betalactámicos a las
PBPs de los estafilococos y por tanto los efectos morfológicos son similares. Después
de exposiciones cortas a concentraciones superiores a la CMI de betalactámicos, los
septos que separan unas células de otras son menos densos y de contornos irregulares,
además de presentar una pared periférica más delgada (158). Se considera que los
betalactámicos frente a 5. aureus provocan un daño en la bacteria que la hace más
sensible a los mecanismos internos de muerte intracelular (9,202).
Otros autores han realizado estudios sobre el efecto PALE con distintos
antimicrobianos y microorganismos, y el efecto PALE ha sido demostrado no solo con
antibióticos cuyo principal sitio de acción es la pared celular bacteriana, sino también
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y con diferente grado, con antibióticos de otras familias como es el caso de
cloranfenicol (19), macrólidos, aminoglicósidos (9) y quinolonas (181).
Desafortunadamente no se ha seguido una metodología estandarizada. En el siguiente
cuadro se exponen los resultados obtenidos por otros autores.
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MICROORGANISMOS ANTIMICROBIANOS PAtE
E. cotí CefdiniO’
Cefoxitina ~
Amoxiciluna ‘
C¡aranfenico¡”
Gentamicina”~
Ampicilina ~
Lomefloxacuna b,4
Ciprotioxacuno ~‘
Narfioxacuna ~
+
+
+
+
+
+
+
+
+
S. aureus Cefdunir “~
Penicilina <3”~
Anoxicilina b~*
Clindanijeina b,
Eritroinicina b,*
+
+
+
+
P. aem2hnosa Cefotaxima ‘~
Aztreonam ~
Gentamicina ~
Lomefloxacino ~
Ciprofloxacino 4•
Norfioxacuno C,•
+
+
+
El. yneumoniae Aztreonani ~ +
5. marcescens Cefotaxinia d,
Aztreonam d, +pretratamiento: a=4xCMI, 10 mm; h= 1OxCMI, 10 miii; c= CMI, 10 miii;d=4xCML3O mm; referencias:
* (9), ** (48), • (181), •• (194), — (61).
Revisión de P. Pérez (1994) (189).
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2.2. Efecto de la presencia continua de antimicrobianos sobre la
actividad bactericida de los leucocitos PMNs.
2.2.1. Cinéticas de letalidad en E. coli y &nmsum.
Las cinéticas de letalidad de LSQiI y £..mirgiz se estudiaron durante tres horas
y las bacterias fueron incubadas en HIBSS-gelatina suplementado con un 20% de suero
humano normal, para servir como control de las curvas de crecimiento en presencia de
antimicrobianos, suero y leucocitos PMNs.
Shah et al.(203) propusieron tres patrones de actividad bactericida para los
antibióticos betalactámicos. El primero es típico de penicilinas y se caracteriza por un
aumento inicial en la tasa de muerte al ir incrementando las concentraciones, pero solo
hasta concentraciones de 4-5 veces la CMI. Concentraciones mayores no aumentan de
forma significativa la actividad bactericida. El segundo tipo, propio de cefalosporinas
se caracteriza por un incremento lineal en la actividad bactericida, en un rango mayor
de concentraciones. Sin embargo, otros investigadores sostienen que la muerte
bacteriana por cefalosporinas es relativamente independiente de la concentración y por
tanto es muy similar al patrón observado con penicilinas (151,62,153,204,205). El
último tipo de actividad, está caracterizado por un descenso en la tasa de muerte a altas
concentraciones. Este tipo frecuentemente llamado “efecto Eagle’ o efecto paradójico,
fue descrito por Kirby en 1945 (206). Ha sido observado con betalactámicos y
determinadas cepas de estafilococos y estreptococos (207).
2.2.1.1. Cinéticas de letalidad de ...Lnll.
La actividad bactericida de imipenem contra E. coli dependió de la
concentración de antimicrobiano, con 1/2xCMI la diferencia en ufc con los organismos
control a las tres horas fue aproximadamente 1.5 1og10, en el caso de 4xCMI fue de 3.5
1og10. La actividad de meropenem fue ligeramente menor que la de imipenem y también
dependió de la concentración, la diferencia en el número de viables después de tres
horas de incubación con l/2xCMI fue de 1.2 1og10, con 4xCMI fue de 3 1og10.
La actividad de cefepime y cefpodoxima contra E. coli, varia con la
concentración de antibiótico. Los dos antimicrobianos presentan una actividad muy
similar, con l/2xCMI, se produce una diferencia de ufc algo mayor que con los
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carbapenemes, 1.7 y 1.6 respectivamente, mientras que con 4xCMI la actividad
comparada con imipenem y meropenem es menor, la diferencia con las bacterias control
es de 2.7 1og10 en ambos casos.
2.2.1.2. Cinéticas de letalidad de S~mnus.
La actividad bactericida de los cuatro betalactániicos resultó ser muy similar. La
actividad contra S2.¡jiieij~ estuvo relacionada con la concentración de antimicrobiano.
Cuando la concentración de antibiótico fue de I/2xCMI la diferencia, en ufc con las
bacterias control, a las tres horas, fue aproximadamente 0.7 1og10 en el caso de los
carbapenemes y 0.6 1og10 en el caso de las cefalosporinas. La actividad bactericida fue
mayor con 4xCMI, imipenem causó una diferencia de 3.5 1og10 y meropenem de 3.6
1og10, las cefalosporinas presentaron una actividad similar aunque ligeramente menor,
aproximadamente 3.5 1og10.
2.2.2. Actividad bactericida de los leucocitos PMNs frente a E. coli y
S. aureus en presencia de antimicrobianos.
El principal problema que encontramos en el estudio de la determinación de la
muerte bacteriana en presencia de PMNs y antimicrobianos, es el conocimiento de los
mecanismos involucrados en los cambios de sensibilidad, de las bacterias incubadas con
los antimicrobianos frente a los leucocitos, cuando ocurren dichos cambios. Los
diferentes elementos presentes en el sistema estudiado: microorganismo, PMNs y
antimicrobiano, interaccionan entre sí, de manera que los resultados observados pueden
ser debidos a un conjunto de efectos directos del antimicrobiano sobre las funciones de
la célula fagocítica y de efectos indirectos sobre la bacteria capaces de alterar la
sensibilidad de los microorganismos a la muerte fagocitica. Además, en esta clase de
sistemas in vitro, deben ser tenidos en consideración aspectos como la penetración y la
actividad de los antibióticos en el interior del polimorfo.
El conocimiento del mecanismo exacto a través del cual se produce una
modificación de la sensibilidad a la actividad leucocitaria, requiere ensayos diseñados
de tal forma que diferencien claramente los distintos efectos, es decir:
- el causado por el antimicrobiano sobre el microorganismo y sobre la célula
fagocítica
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- el causado por el fagocito sobre el microorganismo y sobre el antibiótico
(inactivación en determinados compartimientos intracelulares) y
- el causado por el microorganismo sobre el antibiótico (sensibilidad/resistencia
y/o multiplicación intracelular).
Para evaluar cada uno de los efectos que pueden estar implicados en la
sensibilización a la actividad fagocítica, los estudios deben realizarse considerando
aisladamente cada uno de los elementos que pueden intervenir, con los controles
necesarios y anulando las restantes variables por ejemplo con inhibidores que bloqueen
determinadas actividades (distintas clases de suero, tripano azul, fenilbutazona,
citocalasina B, etc.).
Nuestro propósito en este trabajo, consistió en cuantificar y valorar la magnitud
de los posibles cambios en la sensibilidad a la actividad leucocitaria, debido a ello,
mantuvimos intactas las funciones celulares, sin añadir inhibidores que permitan
diferenciar los mecanismos implicados, y empleamos suero humano normal como fuente
de opsoninas, para obtener una mayor aproximación a la interacción factores de defensa
del hospedador-antimicrobiano.
Pruul et al. (60) clasificaron diversos antibióticos de acuerdo con su interacción
con los polimorfos , en los siguientes grupos:
1. aquellos que incrementan la muerte fagocítica con una exposición previa pero
con poco o ningún efecto en combinación con polimorfos, los efectos incluidos en este
grupo incluyen penicilina y cloranfenicol,
2. aquellos que son más efectivos con una exposición continua, aquí pueden
incluirse carbenicilina, ampicilina y enoxacino,
3. aquellos que incrementan la muerte fagocitica en ambas condiciones, por
ejemplo eritromicina,
4. aquellos antibióticos queparecen ser relativamente ineficaces para incrementar
la muerte fagocitica bajo las condiciones ensayadas, por ejemplo gentamicina a bajas
concentraciones y posiblemente tetraciclinas.
La exposición de E. coli a imipenem y meropenem potenció la actividad
bactericida de los leucocitos PMNs, hallamos un efecto sinérgico tanto a
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concentraciones subinhibitorias (1/2xCMI) como con concentraciones suprainhibitorias
(4xCMI).
En muchos estudios que emplean concentraciones subinhibitorias e inhibitorias,
se ha observado que el efecto estimulador de los antibióticos se hallaba presente a
concentraciones subinhibitorias y este efecto no fue incrementado con concentraciones
inhibitorias, muchos antibióticos mejoran la actividad bactericida a partir de
concentraciones subinhibitorias (208). Diferentes resultados fueron hallados por Pruul
et al., la actividad bactericida óptima de los PMNs frente a E. coli sucedía con
concentraciones suprainhibitorias de cefdinir, sin embargo, con I/2xCMI las actividades
de los leucocitos PMNs y de cefdinir fueron aditivas (194).
Nuestros resultados coincidieron con los resultados de Pruul et al., en el sentido
de obtener un efecto sinérgico óptimo con concentraciones inhibitorias, aunque también
coinciden con los resultados de otros autores que señalan que el efecto sinérgico que
pueden presentas los antimicrobianos con los PMNs, ya se halla a concentraciones
subinhibitorias.
La presencia de cefepime y ceftodoxima no favoreció la actividad de los
leucocitos, con ninguna de las dos concentraciones ensayadas. Las actividades de PMNs
y antimicrobianos fueron aditivas.
Los diferentes resultados hallados con estos cuatro antimicrobianos frente a
E.coli pueden tener relación con las diferentes alteraciones morfológicas que ocasionan
en los bacilos Oram-negativos y que están dirigidas por su relativa afinidad de unión
a las PBPs. Los dos carbapenemes inducen en los bacilos Oram-negativos formas
redondeadas, a diferencia de las cefalosporinas, que inducen filamentos, y ambos
presentan un efecto sinérgico con los leucocitos que es mayor a concentraciones
suprainhibitorias. Las alteraciones morfológicas debidas a la exposición a imipenem y
meropenem podrían ocasionar en E. coli una mayor sensibilidad a la actividad de los
leucocitos.
Los estudios sobre penetración y actividad intracelular de antimicrobianos,
señalan que imipenem puede acumularse y tener actividad en el interior de los PMNs
y macrófagos (209,210). Otros autores en un estudio sobre el efecto de meropenem e
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imipenem en la muerte intracelular de S. aureus observaron que a concentraciones
relativamente altas de meropenem (SxCMB) se producía un descenso significativo en
el número de viables intracelulares de neutrófilos humanos despues de seis horas de
incubación. Imipenem, sin embargo, no mostró ningún efecto sobre la viabilidad de las
bacterias intracelulares (211).
Por otra parte, Onarpe et al. han señalado un efecto estimulatorio directo de
imipenem sobre los PMNs (212). El pretratainiento de E. coli con concentraciones
subinhibitorias de imipenem en un trabajo de Adinolfi y Bonventre (47) demostró el
incremento de las defensas humorales y celulares contra &sQil. Las formas
redondeadas de E. coli causadas por la exposición al antibiótico fueron más rápidamente
fagocitadas y matadas. Las alteraciones producidas en la superficie celular de la
bacteria, incrementó también la actividad bactericida de anticuerpos y complemento.
Otros estudios señalan que el pretratamiento de E. coli con imipenem incrementó la
muerte de las bacterias independientemente de la ingestión por los fagocitos (213).
Las dos cefalosporinas, cefepime y cefpodoxima, no potencian la actividad del
leucocito con ninguna de las dos concentraciones (1/2 y 4xCMI). Las cefalosporinas
penetran poco en los fagocitos (214) y su actividad intracelular es baja (24). Aunque
cefamandol presenta actividad intracelular frente a E. coli (215).
Muchos efectos de sinergismo entre antibióticos y células fagocíticas se deben
a cambios que tienen lugar en la superficie bacteriana debidos a la exposición al
antibiótico, esos cambios pueden implicar al complemento y a los anticuerpos
específicos, además las nuevas cefalosporinas pueden tener efectos positivos en la
ingestión y muerte fagocitica (dependiente e independiente de oxigeno) (29).
Las formas filamentosas de K. pneumoniae despues de la exposición a
concentraciones sub-CMI de ceftriaxona fueron mejor fagocitadas y más sensibles a los
mecanismos independientes de oxigeno (53).
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Conejo et al. en un estudio
sobre el efecto de cefepime en la adherencia y fagocitosis de P. aeru2inosa, las
concentraciones terapéuticas de cefepime no influyeron en los mecanismos bactericidas
de los PMNs. En otro estudio de Raponi, la preexposición de bacterias Oram-negativas
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a sub-CMIs de cefepime no incrementó su fagocitosis por los PMNs.
Imipenem y meropenem incrementan la muerte fagocitica de E.coli en las dos
situaciones ensayadas en este estudio, es decir, con una exposición previa, y con una
exposición continua de antimicrobiano.
Cefepime incrementa la muerte fagocítica de E. coli si la bacteria es pretratrada
pero no favorece la actividad del leucocito en combinación con estos.
Cefpodoxima no incrementa la actividad de los leucocitos frente a E. coli ni
mediante pretratamiento antibiótico ni a través de una exposición continua al mismo.
Los resultados de la exposición de 5. aureus a leucocitos PMNs y
antimicrobianos son, en general, muy homogéneos. Los efectos bactericidas de los
leucocitos y de las dos cefalosporinas, actúan de forma sinérgica cuando la
concentración es subinhibitoria, imipenem actúa también de forma sinérgica con los
PMNs, aunque en menor grado, sin embargo, meropenem presenta efecto aditivo con
los PMNs.
Las concentraciones subinhibitorias de antibióticos pueden debilitar la integridad
de las membranas bacterianas. Esto puede facilitar el acceso de los factores del fagocito
a sus dianas en las bacterias dañadas (218). El pretratamiento de 5. aureus con
imipenem aumenta su sensibilidad a los macrófagos peritoneales murinos empleados en
un estudio (47), debido a alteraciones superficiales en la bacteria. La incubación
simultánea de macrófagos y estafilococos con concentraciones suprainhibitorias y
subinhibitorias de imipenem, también incrementó la actividad fagocitica y la muerte
intracelular, posiblemente debido a alteraciones producidas en la bacteria (216).
El pretratamiento de 5. aureus con concentraciones subinhibitorias de
cefpodoxima (1/4 y 1/2xCMI), aumenta de forma significativa la actividad fagocitica
de los leucocitos PMNs, este incremento no se relacioné con la producción de radicales
superóxido, por otra parte a concentraciones terapéuticas no mostró un efecto directo
sobre los mecanismos fagociticos y bactericidas de los leucocitos PMNs (217). El
pretratamiento de 5. aureus con concentraciones subinhibitorias de cefpodoxima y
cefepime aumentó su fagocitosis (216,217).
En los experimentos con concentraciones suprainhibitorias (4xCMI), la muerte
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hallada con una exposición continua a los cuatro antibióticos fue menor que la debida
a la suma del efecto del antibiótico y la actividad de los leucocitos cuando actúan
aisladamente. La muerte bacteriana en presencia de PMNs y 4xCMI de los antibióticos
es menor que la debida al antibiótico exclusivamente. Los antibióticos betalactámicos
son bactericidas en un medio nutritivo, pero si se hallan presentes PMNs, los
organismos intracelulares estarán protegidos contra estos antibióticos.
£3iirnuz puede sobrevivir y multiplicarse en el interior de los fagocitos (18) y
provocar infecciones crónicas, incluso sobreviven en el interior de los leucocitos cuando
son incubados con altas concentraciones de varios antibióticos, incluyendo penicilinas
y aminoglicósidos (6,219).
Puesto que la mayoría de los betalactimicos ni penetran en las células
fagociticas, ni afectan directamente a los leucocitos PMNs (1), la actividad extracelular
de los antibióticos (4xCMI) es muy potente y &.aur~ua puede sobrevivir y multiplicarse
en el interior de los PMNs, encontramos una tasa menor de muerte bacteriana cuando
5. aureus es incubado con PMNs.
Imipenem y cefpdoxima incrementan la muerte fagocitica con una exposición
previa de la bacteria y con una exposición continua de 1/2xCMI. La exposición de
4xCMI junto con PMNs no favorece la muerte fagocítica.
Meropenem favorece la actividad leucocitaria después de una exposición de la
bacteria a concentraciones suprainhibitorias, pero no con una exposición continua junto
con los leucocitos.
Cefepime no ejerce ningún efecto sobre la actividad de los leucocitos después
de la exposición de las bacterias al antibiótico, ni en un medio con PMNs y
concentraciones suprainhibitorias de antibiótico, si aumenta la actividad leucocitaria con
una exposición continua a concentraciones subinhibitorias.
En síntesis, los resultados que hemos obtenido dependieron del microorganismo,
antibiótico y concentración ensayada. Algunos antibióticos parecen producir un efecto
favorecedor de la fagocitosis. El mecanismo exacto a través del cual ocurre este
fenómeno es desconocido aunque las alteraciones estructurales en la superficie
bacteriana han sido propuestas mayoritariamente como responsables del aumento en la
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sensibilidad de la bacteria a la acción de los polimorfos.
3. APLICACIÓN CLÍNICA DE LOS ESTUDIOS SOBRE LA
MODIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD LEUCOCITARIA EN FASE
POSTANTIBIÓTICA Y EN PRESENCIA DE ANTIMICROBIANO.
Los factores intrínsecos a la interacción de los agentes antimicrobianos con los
microorganismos son muy numerosos y determinan la eficacia terapéutica de estos
agentes. Sin embargo, se hace más evidente que los test estándar de sensibilidad iii
viero, que no prestan atención a los mecanismos de defensa del organismo invadido, no
describen todo el potencial de un antimicrobiano en un paciente infectado.
El incremento de la fagocitosis y muerte intracelular, son actividades
inmunomodulatorias deseables para los antibióticos que son administrados en infecciones
bacterianas y fúngicas. Además, el aumento en el interés de la investigación sobre la
interacción antimicrobiano-sistema inmune, se debe al incremento en el número de
individuos comprometidos en los cuales, incluso una mínima influencia en la respuesta
inmunológica, puede tener un efecto significativo en la recuperación.
Si determinados antibióticos pueden favorecer los mecanismos de defensa en
determinadas poblaciones de pacientes, tales como los que tienen un sistema
inmunológico comprometido, una terapia antimicrobiana más efectiva podrá ser
proporcionada a estos individuos. Así por ejemplo, se ha comprobado que las nuevas
cefalosporinas poseen propiedades inniunomodulatorias que estimulan la sensibilidad a
la actividad antibacteriana del sistema inmunológico (194).
Los efectos potenciadores de los antimicrobianos pueden englobarse dentro de
tres categorías (2):
1. mediante alteración de la estructura o integridad de la pared celular
bacteriana, la opsonización es mejorada o la célula es más susceptible a los radicales
de oxigeno y enzimas líticos de los PMNs
2. causando filamentos u otras alteraciones morfológicas, que mejoran la
eficiencia de la fagocitosis, o haciendo más lento el crecimiento
3. por acumulación dentro de los fagolisosomas en forma bioactiva y ejerciendo
efectos antibacterianos intracelularmente.
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La tendencia normal en la terapia antimicrobiana, es reducir las dosis y el
tiempo de administración del antibiótico (220). Craig y Ebert (198) sostienen que el
objetivo de la dosificación de antibióticos betalactámicos, debe ser maximizar el tiempo
de exposición a concentraciones superiores a la CMI. Hanberger y Nilsson (221),
señalan que las CMIs de los nuevos betalactámicos, para muchas especies, son muy
bajas y dosis intermitentes pueden proporcionar concentraciones supra-CMIs durante
largo tiempo.
Los carbapenemes poseen un efecto PAE contra no solo organismos Gram-
positivos, sino también Gram-negativos (198,62,199). Esto hace que la “regla” de
mantener la concentración del antimicrobiano por encima de la CMI durante todo el
intervalo entre dosis no sea válido para carbapenemes (222). Los ensayos clínicos en
humanos utilizando nuevos betalactémicos, son realizados generalmente con dosis
intermitentes, se ha observado que una alta concentración de imipenem durante un
tiempo breve es más eficaz que un largo contacto del antibiótico y el microorganismo
con una concentración activa del antibiótico. En un modelo animal (223) se encontró
que el tiempo en que los niveles en suero debían exceder la CMI, para producir un
efecto bacteriostático itt vivo contra bacilos Gram-negativos, era menor para
carbapenemes que para penicilinas o cefalosporinas. En el caso de pacientes
inmunocomprometidos, se ha sugerido que las concentraciones en suero de
betalactámicos que exceden continuamente la CMI de un determinado patógeno puede
mejorar el resultado terapéutico (222). Esto se puede conseguir con una administración
continua o intermitente de betalactámicos con largas vidas medias (130).
El tratamiento de infecciones sépticas en pacientes neutropénicos provocadas por
patógenos para los cuales las CMIs son altas, es la situación más crítica respecto a la
dosificación (221). En situaciones críticas donde fallan los factores de defensa del
organismo, como ocurre en enfermos inmunodeprimidos, una exposición breve a
concentraciones inhibitorias puede no ser eficaz. Sin embargo, en presencia de los
factores del hospedador, la supresión del crecimiento de la bacteria puede ocurrir
incluso en ausencia del antibiótico. El efecto postantibiótico según Eagle et al. (56)
puede contribuir a la eficacia de terapias de dosificación intermitente, pero estos
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autores, afirman que los factores del hospedador son cruciales para determinar pautas
de dosificación seguras.
En el caso de combinaciones de antibiótico-microorganismo en las que se
presenta el fenómeno PALE, podrían modificarse las pautas de dosificación, rebajando
la concentración de antimicrobiano y prolongando más el tiempo entre dosis.
Es difícil extraer conclusiones sobre un grupo entero de antibióticos, basado en
los datos obtenidos con un pequeño número de antimicrobianos. Para obtener un cuadro
real de la interacción antibiótico-sistema inmune y conocerlos principales efectos
adversos y positivos, cada antimicrobiano debe ser examinado, de esta forma sería
posible desarrollar regímenes de terapia antibacteriana más eficaces. Por otra parte el
diseño cuidadoso de experimentos en humanos y animales contribuiría al conocimiento
de las complejas relaciones entre el microorganismo, antimicrobiano y sistema inmune.
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Conclusiones
Del análisis de nuestros resultados podemos extraer las siguientes conclusiones:
1. La exposición de E. coli durante 10 minutos, con cuatro veces la CMI de
imipenem, meropenem, cefepime y cefpodoxima, no modificó su cinética de
crecimiento.
2. La exposición de S. aureus durante 10 minutos con cuatro veces la CMI de
imipenem, meropenem, cefepime y cefpodoxima, provocó un retraso en el crecimiento
bacteriano, más acusado con los carbapenemes.
3. El pretratamiento de E. coli con los antimicrobianos utilizados, no induce un
cambio en la sensibilidad al suero humano normal de esta cepa que sigue siendo
resistente después del tratamiento antimicrobiano.
4. El suero no alteró la cinética de crecimiento de 5. aureus no expuesto a los
antimicrobianos, pero si modificó el crecimiento deS. aureus pretratado con los cuatro
antibióticos, de forma que se redujo el retraso en el crecimiento bacteriano debido al
pretratamiento.
5. Imipenem, meropenem y cefepime provocan un aumento en la sensibilidad
a la muerte fagocitica de E. coli, es decir inducen efecto PALE. Los dos carbapenemes
presentaron un efecto PALE mayor que el observado con cefepime.
6. Imipenem, meropenem y cefpodoxima provocan un aumentoen la sensibilidad
a la muerte fagocítica de S.2...aia~aa~, la magnitud del efecto PALE fue similar.
7. El máximo efecto PALE requiere la participación de las opsoninas del suero.
8. El resultado en la actividad bactericida de una exposición continua de E. coli
a concentraciones subinhibitorias y suprainhibitorias de carbapenemes junto con
leucocitos PMNs fue sinérgico.
9. El resultado en la actividad bactericida de una exposición continua de E. coli
a concentraciones subinhibitorias y suprainhibitorias de cefalosporinas junto con
leucocitos PMNs fue aditivo.
10. La actividad bactericida de leucocitos PMNs y concentraciones
subinhibitorias de los antibióticos frente a 5. aureus, fue sinérgica, excepto con
meropenem que fue aditiva.
11. La actividad bactericida conjunta de leucocitos PMNs y concentraciones
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suprainhibitorias de los cuatro antimicrobianos frente a 5. aureus fue menor que la suma
de ambas actividades de forma independiente.
12. El cambio en la sensibilidad a la muerte fagocitica por leucocitos PMNs,
depende del microorganismo, antimicrobiano y de las condiciones de exposición de la
bacteria a los leucocitos: fase postantibiótica o exposición continua.
13. Los estudios sobre las relaciones que se establecen entre agentes
antimicrobianos, microorganismos y factores de defensa, deben incluirse de forma
habitual en la investigación con nuevos antimicrobianos para una adecuada
administración que considere la situación inmunológica del paciente y una dosificación
más correcta.
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APÉNDICE
Apéndice
Solución salina equilibrada de Hank (IIBSS):
- Sin Ca2~ ni Mg2~
dNa 8 gramos
~KCl 0,4 gramos
Na2HPOú2H2O 0,048 gramos
KH2PO4 0,06 gramos
Glucosa 1,0 gramos
- Reactivos adicionales para HBSS completo
Cadí2 0,14 gramos
NaIHCO3 0,35 gramos
MgSO4.2H20 0,16 gramos
MgCl2.6H,O 0,1 gramos
Gelatina al 0,1%
Gelatina al 1%:
1 gramo de gelatina en polvo (Sigma, Chemical Company) se disuelve en 100
ml de agua destilada estéril y se calienta al baño María para licuaría. Se guarda en
nevera hasta su uso.
Solución isotónica de cloruro amónico:
ClNH4 4,16 gramos
NaHCO3 0,42 gramos
Azul tripín al 4%:
El colorante azul Tripan (R.A.L. Ugine-Kuhlmann) se diluyen en 100 ml de
agua destilada estéril y se mantiene a temperatura ambiente hasta su uso.
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